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PATENT COOPERATION TREATY 



Sender: AGENCY TASKED WITH THE INTERNATIONAL 
PRELIMINARY EXAMINATION 



International Application Number 
PCT/EPOO/00876 - 


International Application Date (Day/Month/Year) 
2/3/2000 


Priority Date (Day/Month/Year) 
2/3/1999 


Applicant 

EUROPAISCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARBIOLOGIE et al. 



To: 

WEICKMANN WEICKMANN HUBER LISKA 
PRECHTEL BOHM WEISS TIESMEYER HERZOG 
RUTTENSPERGER JORDAN 
Kopernikusstrasse 9 

D-81679 Munich r^*^_^.i 
GERMANY t^^^^P^ 

RECEIVED 

May 16, 2001 

Rec: 



File Number of the Applicant or Attorney 
19503P WO 



PCT 

NOTIFICATION CONCERNING THE 
TRANSMISSION OF THE INTERNATIONAL 
PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(Rule 71.1 PCT) 



Date Sent: 
(Day/Month/Year) 



5/15/2001 



IMPORTANT NOTIFICATION 



1 . The applicant is infonned that the agency tasked with the international preliminary examination is transmitting 
herewith the international preliminary examination report developed for the international application with the 
relevant attachments if necessary. 

2. A copy of the report, with the relevant attachments if necessary, is being transmitted to the International 
Bureau for further forwarding to all selected offices. 

3. On request of a selected office, the International Bureau will prepare a translation of the report (but not the 
attachments) into English and transmit it to the office. 

4. REMINDER 

For entry into the national phase the applicant has to perform (Article 39 (1)) (see also the information 
transmitted in Form PCT/IB/301) certain transactions (filing of translations and payment of national fees) 
before each selected office within 30 months of the priority date (or still later in many offices). 

If a translation of the international application is to be transmitted to a selected office, then this translation 
must also contain a translation of all attachments to the international preliminary examination report. It is the 
responsibility of the applicant to prepare such translations and transmit them directly to the relevant offices. 

Further details concerning the authoritative deadlines and requirements of the selected offices are to be 
found in Volume II of the PCT guide for applicants. 



Nanne and Address of the Agency Tasked with the International Examination 
[logo] Europaisches Patentamt 
D-80296 MQnchen 

Tel. +49 89 2399- 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax; +49 89 2399 - 4465 



Authorized Official 

Siedsma, Y. 

Tel. +49 89 2399 



[logo] 



2 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCX 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(Article 36 and Rule 70 PCT) 



File Number of the Applicant or Attorney 
19503 WO 


ADDITIONAL PROCESSING $66 notification Concerning the 

transmission of the international 
preliminary examination (Form 
PCT/IPEA/416) 


International Application Number 
PCT/EPOO/00876 


International Application Date (Day/Month/Year) 1 Priority Date (Day/Month/Year) 
2/3/2000 1 2/3/1 999 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
G01N33/543 



Applicant 

EURQPAISCHES LABORATORIUM for MOLEKULARBIOLOGIE et al.. 



1 . This international preliminary examination report was developed by the agency tasked with the 
international preliminary examination and is being transmitted to the applicant pursuant to 
Article 36. 



2. This REPORT includes 5 pages in all including this cover sheet 



^ Furthermore, ATTACHMENTS accompany the report. They are pages with 
descriptions, claims, and/or drawings which were changed and are based on this report, and/or pages 
with corrections done before this agency (see Rule 70.16 and Section 607 of the Management 
Guidelines for the PCT). 



These attachments include 35 pages in all. 



3. This report contains specifications concerning the following points: 
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Basis of the report 


II 


□ 


Priority 


III 


□ 


No development of an opinion concerning novelty, inventive activity, and commercial applicability 


IV 




Insufficient unity of the invention 


V 




Substantiated finding according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive activity, and 
commercial applicability; documents and explanations in support of this finding 


VI 


□ 


Certain cited documents 


VII 


□ 


Certain deficiencies in the international application 


VIII 


□ 


Certain notes concerning the intemational application 



Date of Filing of the Application 
7/7/2000 


Date of Completion of the Report 

5/15/2001 


Name and Address of the Agency Tasked with the International Examination 
[logo] Europaisches Patentamt 
D-80296 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399-4465 


Authorized Official 

[logo] 

Goetz, M. 

Tel. No. +49 89 2399 8697 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International File No.: PCT/EPOO/00876 



L Basis of the report 

1 . 1 . With regard to the components of the international application {Replacement pages that were 
submitted to the filing office in response to a request pursuant to Article 14 are considered 
"originally submitted** in the context of this report and are not appended to it, because they do 
not contain any amendments (Rules 70 J 6 and 70.17)): 

Specification, pages: 

1-3, 3a-3b, 4-26 submitted on March 23, 2001 with letter of March 23, 2001 

Claims, No.: 

1-27 submitted on March 23, 2001 with letter of March 23, 2001 

Drawings, sheets: 

1/1 original version 

2. With regard to the language: All the above-mentioned components were available to the 
authority in the language in which the international application had been submitted, or they were 
submitted in that language, unless information to the contrary is given under this point. 

The components were available to the authority in the language, or were submitted in this 
language, namely 

□ the language of the translation, which was submitted for the purposes of the 
international search (pursuant to Rule 23.1 (b)). 

□ The publication language of the international application (pursuant to Rule 48.3 
(b)). 

□ The language of the translation which was submitted for the purpose of the 
international preliminary examination (pursuant to Rule 55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to the nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international 
application, the international preliminary examination was carried out on the basis of the 
sequence protocol which: 

□ is contained in writing in the international application. 

□ was submitted together with the international application in a computer readable form. 

□ was subsequently submitted to the authority in written form. 



EXAMINATION REPORT 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
International File No.: PCT/EPOO/00876 



□ was subsequently submitted to the authority in a conriputer readable form. 

□ The statement that the subsequently submitted written sequence protocol does not 
go beyond the disclosure content of the international application at the time of the application 
was submitted. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form corresponds to 
the written sequence protocol was submitted. 

4. Because of the amendments, the following documents have been removed: 

□ Specification Pages: 

□ Claims No.: 

□ Drawings Sheets: 

5. □ This report was prepared without taking account of (some of) the amendments since, in the 

view of the agency, these go beyond the disclosure in the originally submittedversion, for the 
reasons stated (Rule 70.2(c)): 

6. Any other remarks: 

rV. Lack of unity of the invention 

1 . Upon the request to limit the claims or to pay additional fees, the applicant has: 

□ limited the claims. 
(El paid additional fees. 

□ paid additional fees with opposition. 

□ neither limited the claims nor paid additional fees. 



2. 



□ The authority has noted that the requirement of unity of the invention has not been 
fulfilled, and pursuant to Rule 68.1 it has decided not to request that the applicant limit the claims 
or pay additional fees. 



EXAMINATION REPORT 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
International File No.: PCT/EPOO/00876 



3. The authority is of the opinion that the requirement of unity of the invention according to Rules 13.1, 
13.2 and 13.3 

[3 has been met 

□ has not been met for the following reason: 

4. Therefore, for the preparation of this report, an international preliminary examination was carried out 
for the following parts of the international application: 

S all parts. 

□ the parts which pertain to Claims No. 

V. Substantiated determination per Article 35(2) regarding novelty, inventive step and 
commercial applicability; documents and statements to support the determination 

1. Determination 

Novelty (N) Yes: Claims 1 -27 

No: Claims 

Inventive step(IS) Yes: Claims 1-27 

No: Claims 

Commercial applicability (CA) Yes: Claims 1-27 

No: Claims 

2. Documents and statements 
see appendix 



WORLD ORGANIZATION FOR INTELLECTUAL PROPERTY 
International patent published on 
the basis of the Patent Cooperation Treaty 
INTERNATIONAL PUBLICATION NO. WO 00/46600 A2 



International Patent Classification^: 
International Filing No.: 
International Filing Date: 
International Publication Date: 



GOl N 



33/543 



Priority 



Date: 

Country: 

No.: 

Date: 

Country: 

No.: 



PCT/EPOO/00876 
February 3, 2000 
August 10, 2000 



February 3, 1999 
DE 

199 04 288.8 

August 17, 1999 
DE 

199 38 839.3 



METHOD OF DETECTING ANALYTES IN A SAMPLE AND SUPPORT FOR THIS 

PURPOSE 



Inventor; and 

Inventor/Applicant (only for US): 



Applicant (for all designated 
states except US): 



Peter Becker [DE/DE] 
Schiitzenstrasse la 
D-69123 Heidelberg (DE) 

Heinrich Horber [DE/DE] 
Schichtlingastrasse 3 
D-91744 Weilitingen (DE) 



EUROPAISCHES 

LABORATORIUM FUR 

MOLEKULAR-BIOLOGIE 

(EMBL) [DE/DE] 

Meyerhofstrasse 1 

D-69 11 7 Heidelberg (DE) 



Agent: H. Weickmann et al. 

Kopemikusstrasse 9 
D-81679 Munich (DE) 

Designated States: AU, CA, CN, JP, US, European 

Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE). 

Published 

Without International Search Report and must be published again after reception 
of the report. 



//insert English abstract and figure// 
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FOR INFORMATION ONLY 



Codes for the identification of PCX contract states on the cover sheets of the 
documents that publish the international applications in accordance with the PCX. 



AL 


Albania 


KE 


Kenya 


TG 


Togo 


AM 


Armenia 


KG 


Kyrgyzstan 


TJ 


Tajikistan 


AX 


Austria 


KP 


Democratic People's 


TM 


Turkmenistan 


AU 


Australia 




Republic of Korea 


TR 


Turkey 


AZ 


Azerbaijan 


KR 


Republic of Korea 


TT 


Trinidad and Tobago 


BA 


Bosnia-Herzegovina 


KZ 


Kazakhstan 


UA 


Ukraine 


BB 


Barbados 


LC 


Saint Lucia 


UG 


Uganda 


BE 


Belgium 


LI 


Liechtenstein 


US 


United States of 


BF 


Burkina Faso 


LK 


Sri Lanka 




America 


BG 


Bulgaria 


LR 


Liberia 


uz 


Uzbekistan 


BJ 


Benin 


LS 


Lesotho 


VN 


Vietnam 


BR 


Brazil 


LT 


Lithuania 


YU 


Yugoslavia 


BY 


Belarus 


LU 


Luxembourg 


zw 


Zimbabwe 


CA 


Canada 


LV 


Latvia 






CF 


Central African 
Republic 


MC 
MD 


Monaco 

Republic of Moldavia 






CG 


Congo 


MG 


Madagascar 






CH 


Switzerland 


MK 


Macedonia (former 






CI 


Cote d'lvoire 




Yugoslavian Republic 






CM 


Cameroon 




of Macedonia) 






CN 


China 


ML 


Mali 






cu 


Cuba 


MN 


Mongolia 






cz 


Czech Republic 


MR 


Mauritania 






DE 


Germany 


MW 


Malawi 






DK 


Denlabel 


MX 


Mexico 






EE 


Estonia 


NE 


Niger 






ES 


Spain 


NL 


Netherlands 






FI 


Finland 


NO 


Norway 






FR 


France 


NZ 


New Zealand 






GA 


Gabon 


PL 


Poland 






GB 


United Kingdom 


FT 


Portugal 






GE 


Georgia 


RO 


Romania 






GH 


Ghana 


RU 


Russian Federation 






GN 


Guinea 


SD 


Sudan 






GR 


Greece 


SE 


Sweden 






HU 


Hiingary 


SG 


Singapore 






IE 


Ireland 


SI 


Slovenia 






IL 


Israel 


SK 


Slovakia 






IS 


Iceland 


SN 


Senegal 






IX 


Italy 


SZ 


Swaziland 






JP 


Japan 


TD 


Chad 







International Preliminary Search Report — Added Sheet 
International Application No. PCT/EPOO/00876 
On point V 

Reasoned statement pursuant to Article 35(2) with regard to the novelty, the inventive 
activity and the susceptibility of industrial application; documents and explanations in support of 
this determination 

1. Although documents D1-D4 describe differently designed supports in the CD disc format for 
the immxmological analysis as well as methods for their preparation and their use, see 

- Dl, Figures 1-3, page 2/line 22 - page 3/line 2, page 6/line 18 - page 7/line 13, page 
7/lines 17-23, page 10/line 16 - page 1 1/line 20, page 12/lines 7-13 and page 14/lines 5-18; 

- D2, page 5/last paragraph - page 6/second paragraph, page 7/second and last paragraph/ 
page 8/last paragraph - page 9/first paragraph, page 1 5/second paragraph - page 1 6/second 
paragraph, page 17/last paragraph - page 21 /first paragraph; 

- D3, page 9/lines 15-37, page 10/lines 32-37, page 20/line 27 - page 26/line 16, page 
32/lines 17-27, page 62/lines 31-34, Claims 18-26, 31 and 33; 

- D4, Figure 1 and page 4/line 1 - page 5/line 7 and Claims 1-18, 

the application of the reflector in the form of a reflecting layer, which is applied on the 
substrate (3) over the detection fields (5,7) (Claims 1 and 1 8) as well as the application of a 
planar magnetic layer (Claim 23) are not disclosed or obviously suggested according to the 
current state of knowledge by any of the cited oppositions. 

2. Claims 1-27 therefore satisfy the prerequisites pursuant to Article 33(2)-(4) PCX. 
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PATENT COOPERATION TREATY 



Sender: AGENCY TASKED WITH THE INTERNATIONAL 
PRELIMINARY EXAMINATION 



International Application Number 
PCT/EPOO/00876 - 


International Application Date (Day/Month/Year) 
2/3/2000 


Priority Date (Day/MonthA'ear) 
2/3/1999 


Applicant 

EUROPAlSCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARBIOLOGIE et al. 



To: 

WEICKMANN WEICKMANN HUBER LISKA 
PRECHTEL BOHM WEISS TIESMEYER HERZOG 
RUTTENSPERGER JORDAN 
Kopernikusstrasse 9 

D-81679 Munich , 

GERMANY t^*^^Pl 

RECEIVED 

May 16, 2001 

Rec: 



File Number of the Applicant or Attorney 
19503P WO 



PCT 

NOTIFICATION CONCERNING THE 
TRANSMISSION OF THE INTERNATIONAL 
PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(Rule 711 PCT) 



Date Sent: 
(Day/Month/Year) 



5/15/2001 



IMPORTANT NOTIFICATION 



1 . The applicant is informed that the agency tasked with the international prelinninary exannination is transmitting 
herewith the international preliminary examination report developed for the international application with the 
relevant attachments if necessary. 

2. A copy of the report, with the relevant attachments if necessary, is being transmitted to the International 
Bureau for further forwarding to all selected offices, 

3. On request of a selected office, the International Bureau will prepare a translation of the report (but not the 
attachments) into English and transmit it to the office. 

4. REMINDER 

For entry into the national phase the applicant has to perform (Article 39 (1)) (see also the information 
transmitted in Form PCT/IB/301) certain transactions (filing of translations and payment of national fees) 
before each selected office within 30 months of the priority date (or still later in many offices). 

If a translation of the international application is to be transmitted to a selected office, then this translation 
must also contain a translation of all attachments to the intemational preliminary examination report. It is the 
responsibility of the applicant to prepare such translations and transmit them directly to the relevant offices. 

Further details concerning the authoritative deadlines and requirements of the selected offices are to be 
found in Volume II of the PCT guide for applicants. 



Name and Address of the Agency Tasked with the International Examination 
[logo) EuropSisches Patentamt 
D-80296 MQnchen 

Tel, +49 89 2399- 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Authorized Official 

Siedsma, Y. 

Tel. +49 89 2399 



[logo] 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCX 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(Article 36 and Rule 70 PCT) 



File Number of the Applicant or Attorney 
19503 WO 



ADDITIONAL PROCESSING 



see notification concerning the 
transmission of the international 
preliminary examination (Form 
PCT/IPEA/416) 



International Application Number 
PCT/EPOO/00876 



International Application Date (Day/MonthA'ear) 
2/3/2000 



Priority Date (Day/MonthA'ear) 
2/3/1999 



International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
G01N33/543 



Applicant 

EUROPAISCHES LABORATORIUM FOR MOLEKULARBIOLOGIE et al.. 



1 . This international preliminary examination report was developed by the agency tasked with the 
international preliminary examination and is being transmitted to the applicant pursuant to 
Article 36. 

2. This REPORT includes 5 pages in all including this cover sheet. 

^ Furthermore, ATTACHMENTS accompany the report. They are pages with 
descriptions, claims, and/or dravvdngs which were changed and are based on this report, and/or pages 
with corrections done before this agency (see Rule 70.16 and Section 607 of the Management 
Guidelines for the PCT). 

These attachments include 35 pages in all. 



3. This report contains specifications concerning the following points: 
I ^ Basis of the report 



Insufficient unity of the invention 

Substantiated finding according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive 
commercial applicability; documents and explanations in support of this finding 



II 


□ 


III 


□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of Filing of the Application 
7/7/2000 



Date of Completion of the Report 

5/15/2001 



Name and Address of the Agency Tasked with the International Examination 
[logo] Europaisches Patentamt 
D-80296 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Authorized Official 
Goetz, M. 

Tel. No. +49 89 2399 8697 



[logo] 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International File No.: PCT/EPOO/00876 



L Basis of the report " 

1 . 1 . With regard to the components of the international application {Replacement pages that were 
submitted to the filing office in response to a request pursuant to Article 14 are considered 
"originally submitted" in the context of this report and are not appended to it, because they do 
not contain any amendments (Rules 70,16 and 70, 1 7)): 

Specification, pages: 

1 -3, 3a-3b, 4-26 submitted on March 23, 2001 with letter of March 23, 2001 

Claims, No.: 

1 -27 submitted on March 23, 2001 with letter of March 23, 2001 



Drawings, sheets: 

1/1 original version 

2. With regard to the language: All the above-mentioned components were available to the 
authority in the language in which the international application had been submitted, or they were 
submitted in that language, unless information to the contrary is given under this point. 

The components were available to the authority in the language, or were submitted in this 
language, namely 

□ the language of the translation, which was submitted for the purposes of the 
international search (pursuant to Rule 23.1 (b)). 

□ The publication language of the international application (pursuant to Rule 48.3 
(b)). 

□ The language of the translation which was submitted for the purpose of the 
international preliminary examination (pursuant to Rule 55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to the nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international 
application, the international preliminary examination was carried out on the basis of the 
sequence protocol which: 

□ is contained in vmting in the international application. 

□ was submitted together with the international application in a computer readable form. 

□ was subsequently submitted to the authority in written form. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT International File No.: PCT/EPOO/00876 

□ was subsequently submitted to the authority in a computer readable form. 

□ The statement that the subsequently submitted written sequence protocol does not 
go beyond the disclosure content of the international application at the time of the application 
was submitted. 

□ The statement that the information recorded in computer readable form corresponds to 
the written sequence protocol was submitted. 

4. Because of the amendments, the following documents have been removed: 

□ Specification Pages: 

□ Claims No.: 

□ Drawings Sheets: 

5. □ This report was prepared without taking account of (some of) the amendments since, in the 

view of the agency, these go beyond the disclosure in the originally submittedversion, for the 
reasons stated (Rule 70.2(c)): 

6. Any other remarks: 

IV. Lack of unity of the invention 

1 . Upon the request to limit the claims or to pay additional fees, the applicant has: 

□ limited the claims. 
S paid additional fees. 

□ paid additional fees with opposition. 

□ neither limited the claims nor paid additional fees. 



2. 



□ The authority has noted that the requirement of unity of the invention has not been 
fulfilled, and pursuant to Rule 68.1 it has decided not to request that the applicant limit the claims 
or pay additional fees. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT International File No.: PCT/EPQO/00876 

3. The authority is of the opinion that the requirement of unity of the invention according to Rules 13.1, 
13.2 and 13.3 

S has been met 

□ has not been met for the following reason: 

4. Therefore, for the preparation of this report, an international preliminary examination was carried out 
for the following parts of the international application: 

(HI all parts. 

□ the parts which pertain to Claims No. 



V. Substantiated determination per Article 35(2) regarding novelty, inventive step and 
commercial applicability; documents and statements to support the determination 

1 . Determination 

Novelty (N) Yes: Claims 1-27 

No: Claims 

Inventive step(lS) Yes: Claims 1-27 

No: Claims 

Commercial applicability (CA) Yes: Claims 1-27 

No: Claims 



2. 



Documents and statements 
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International Preliminary Search Report — Added Sheet 
International Application No. PCT/EPOO/00876 
On point V 

Reasoned statement pursuant to Article 35(2) with regard to the novelty, the inventive 
activity and the susceptibility of industrial application; documents and explanations in support of 
this determination 

1. Although documents D1-D4 describe differently designed supports in the CD disc format for 
the immunological analysis as well as methods for their preparation and their use, see 

- Dl, Figures 1-3, page 2/line 22 - page 3/line 2, page 6/line 18 - page 7/line 13, page 
7/lines 17-23, page 10/line 16 -page 11/line 20, page 12/lines 7-13 and page 14/lines 5-18; 

- D2, page 5/last paragraph - page 6/second paragraph, page 7/second and last paragraph/ 
page 8/last paragraph - page 9/first paragraph, page 1 5/second paragraph - page 1 6/second 
paragraph, page 1 7/last paragraph - page 2 1 /first paragraph; 

- D3, page 9/lines 15-37, page 10/lines 32-37, page 20/line 27 - page 26/line 16, page 
32/lines 17-27, page 62/lines 31-34, Claims 18-26, 31 and 33; 

- D4, Figure 1 and page 4/line 1 - page 5/line 7 and Claims 1-1 8, 

the application of the reflector in the form of a reflecting layer, which is applied on the 
substrate (3) over the detection fields (5,7) (Claims 1 and 18) as well as the application of a 
planar magnetic layer (Claim 23) are not disclosed or obviously suggested according to the 
current state of knowledge by any of the cited oppositions. 

2. Claims 1-27 [as amended] therefore satisfy the prerequisites pursuant to Article 33(2)- 
(4) PCX. 
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Method of detecting analytes in a sample and support for this purpose 

Description 

The invention relates to the detection of analytes in a sample. Examples of possible 
analytes are proteins, peptides, nucleic acids and their derivatives, as well as molecules which 
can bind to them. 

A potential sample is any sample which is suspected to contain at least a part of the 
sought analytes. Examples include, a blood sample, a serum sample and/or a urine sample, or in 
general any solution which contains the sought analytes. 

For the detection of analytes in a sample, it is known to use so-called binding assays. In 
such binding assays, in general, analytes are detected by their specific interactions with 
receptors. Examples of such interactions are protein/protein interactions which occur, for 
example, during gene expression, enzyme/substrate or enzyme/effect or interactions which occur 
in metabolism, or protein/DNA or protein/RNA interactions which occur during gene expression. 
A systematic understanding of these molecular interactions is a prerequisite for the 
understanding of all biological processes both in normal and in diseased cells. 

Furthermore, binding assays can be used to detect nucleic acids. DNA/DNA interactions 
play a principal role in molecular biology, particularly in the identification of genes and in 
strategies for mapping DNA, in the detection and quantification of gene expression as well as in 
the molecular diagnosis or therapy of diseases. Naturally, DNA/RNA and RNA/RNA 
interactions are also possibilities. 

Because of the large number of genes, proteins, chemical effectors and RNA aptamers, an 
understanding of or intervention in biochemical processes often requires the identification, 
quantification or classification of a multitude of molecular interactions or the identification of 
effective interaction partners from a large number of possible combinations. The screening and 
analyzing of a large number of molecular interactions is, however, frequently limited with the 
methods known in the state of the art. 

Oflen, samples are to be examined for a multitude of analytes. Consequently, the problem 
of large data quantities for evaluation arises. However, to be successful in practice, the 
evaluation must be possible in a reasonable time period. Known analysis systems have been 
shown to be only satisfactory to a limited degree. 

From an article entitled "Metal Nano Clusters as Transducers for Bioaffinity Interactions" 
by Thomas Schalkhammer in Monatshefle fur Chemie 000, 1-26, Springer-Verlag 1998, pp. 1- 
26, a sensor setup is known for biorecognitive binding processes and catalytic-enzymatic 
processes in which a mirror layer made of silver is arranged xmder a polycarbonate substrate, and 
on top of it a separation layer made of a polymer material is arranged. The separation layer 
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seiA^es as the carrier for the binders which are immobilized on it. The evaluation is carried out 
with the aid of metal clusters, by means of which the analytes to be detected are labelled, and 
then are engaged in an electromagnetic interaction with the metallic mirror layer. In sensor areas 
with strong overlap with bound metal clusters, light which is radiated from the side of the mirror 
layer which is turned away from the polycarbonate substrate is absorbed more strongly than in 
overlap-free or less overlapping sensor areas, which makes it possible to make an optical read- 
out of the sensor via absorption measurements. 

For the function of these known sensors, the thickness of the separation layer is a decisive 
parameter. This thickness must be chosen in a predetermined range, which is dependent on the 
wavelength of the light which is irradiated during the subsequent evaluation. In particular, one 
must ensure that the separation layer has an even thickness throughout its entire extent. To 
achieve this requirement, high manufacturing technology costs are required. 

In the referenced article, reading devices are already proposed for the optical evaluation 
of this sensor; these devices also make it possible to manage larger data quantities, using other 
CD-ROM reading devices. 

The problem of the invention is to indicate a way which, at lower cost, not only with 
regard to the data technological evaluation, but also with regard to the preparation of the sensor, 
allows the examination of a sample for a large number of analytes. 

In the solution of this problem, the invention, according to a first aspect, is based on a 
method for the detection of analytes in a sample, in which analyte-specific binders are 
immobilized in a multitude of detection fields, on one of the planar faces of a disc-shaped 
substrate, and then the sample is contacted with the detection fields, and subsequently the 
presence and/or the quantity of the analytes to be detected is (are) determined by the optical 
evaluation of the detection fields. 

The invention provides for the use of a substrate made of an optically transparent 
material; it provides detection fields which are arranged along at least one spiral line and/or a 
multitude of concentric circular lines which are distributed on the substrate; after contacting the 
sample with the detection fields, an optical reflector is arranged adjacently on the planar face of 
the substrate which carries the detection fields. 

In the invention, the detection fields can be formed directly on the substrate. Here it is 
recommended to pretreat the substrate surface first chemically, or by a pretreatment with an 
oxygen plasma, or to effect a modification of the surface by a pretreatment with an oxygen 
plasma. This modification can facilitate the application of the binder for the formation of the 
analyte-specific detection fields. Accordingly, no separation layer with a thickness which must 
be precisely maintained needs to be applied on the substrate under the binder according to the 
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invention, as was necessary in the sensor known from Schalkhammer. Consequently, the cost of 
the finishing technology is reduced. 

The reflector is required for the optical evaluation of the assay. It can be formed by a 
reflecting layer which is applied, after the completion of the biomolecular process steps, to the 
substrate over the detection fields. Because of their good reflection capacities, it is recommended 
to use metallic materials. In principle it is also conceivable to other materials, for example, 
dielectrics. It is preferred to form the reflecting layer fi-om aluminum. It is also conceivable to 
use silver as the material for the reflecting layer. The reflecting layer can be formed by chemical 
vapor phase application. However, it is also possible to apply by gluing a prefabricated reflective 
film on the substrate. 

Alternatively it is conceivable to arrange the reflector at a separation from the substrate, 
that is; not to apply it directly to the substrate. For example, the reflector can be made of a mirror 
plate which is applied in an evaluation apparatus, which is used for the evaluation of the assay. 

The optical transparence of the substrate, together with the reflector which is arranged on 
the side of the detection fields which is at a distance fi-om the substrate, allows the use of the 
hardware of commercial CD reading devices for the optical evaluation of this biomolecular 
sensor according to the invention. In particular in the case of a spiral arrangement of the 
detection fields and the design of the reflector as a reflecting layer which is applied directly on 
the substrate, such commercial CD reading devices can be modified at relatively low cost, to 
allow the desired information to be filtered out of the reflected light of the laser beam which 
scans the detection fields. It is conceivable that this process requires only software modifications. 
Even in the case of a circular arrangement of the detection fields, the technology of such CD 
reading devices can in principle be used, provided the construction and soflAvare prerequisites 
have been created to allow the laser beam which scans the detection fields to jump fi"om circular 
line to circular line. 

It is particularly appropriate to use a CD-ROM reader, which, if embedded in a computer 
architecture, allows the user the possibility to define the evaluation software himself/herself. 

The evaluation of the detection fields can yield quantitative as well as qualitative 
information, depending on the chosen evaluation algorithm. Using appropriate labels, the optical 
properties, in particular the absorption behavior, of detection fields in which the analytes have 
become bound to receptors, can be made distinguishable fi-om detection fields to whose receptors 
no analytes have become bound. In this manner it is possible, for example, via absorption 
measurements, to recognize those detection fields which carry analytes after the completion of 
the biomolecular process steps. First, this would constitute purely qualitative information. If, in 
addition, one wishes to obtain quantitative information, it is conceivable to scan the detection 
fields several times and to change, stepwise from scanned passage to scanned passage, a 
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threshold which is taken during the evaluation as the decision limit between the presence and 
absence of analytes. In this manner, statements can also be made regarding the quantity of the 
analytes which remain bound in the different detection fields. 

If the assay read out uses an optional suitably adapted CD-ROM drive, a connected 
computer allows the user to further process the data quantity produced by the drive, where the 
user can store the results of this further processing in external data storage devices, for example, 
to prepare data banks on patients. For the data storage, conventional standard storage devices can 
be used, for example, hard discs or floppy discs. With the aid of the computer, it is possible to 
carry out a rapid evaluation of the data stream of the drive. The capacity of conventional 
computers and storage systems is generally sufficient, even for complex gene analyses. 

As a rule it will be desirable to maintain sharply delimited detection fields, which, in 
addition, should be very small, to allow the accommodation of a sufficient number of detection 
fields on the substrate disc, which is advantageously the size of a conventional CD (compact 
disc). If one starts with the assumption that the radial separation between two successive spiral 
windings is advantageously approximately 1.6 jam, then it is recommended to apply the binders 
in fields which have a radial width of not more than 1 ^im, so that a sufficient separation exists 
between radially adjacent detection fields, with reference to the axis of the disc, and each 
individual detection field as such can be resolved as to location. It is even preferred that the 
detection fields are radially smaller than 1 |im, where it can be advantageous to form them so 
they have a radial width which corresponds essentially to that of the width of the data 
depressions burned into conventional CDs (so-called pits, namely approximately 0.5 \xm). At the 
same time it is recommended to arrange detection fields which are adjacent to each other at 
intervals from each other along the spiral line or along a circular line, to allow the individual 
resolution by the evaluation system. The detection fields can be in the form of essentially square 
or circular surfaces. It is also conceivable to form them longitudinally, in accordance with the 
shape of the data pits of conventional CDs in the circumferential direction, that is in the spiral or 
circular line direction, v^th an approximately oval or rectangular shape. 

To apply the binder imder the above outlined dimensional framing conditions for the 
detection fields on the substrate, it is particularly suitable to use microprinting techniques, ink jet 
techniques or electrospray techniques. As far as post-read out is concerned, wdth regard to the 
microprint techniques, reference is made to: "Microfabrication, Microstructures and 
Microsystems" by Dong Qin et al., "Topics in Current Chemistry," Volume 194, 1998, pp. 6 ff.. 
Springer- Verlag. With regard to the ink jet techniques, reference is made, for example, to: "A 
new device for multifiinctional dosage of liquids by a fi:^ee jet" by N. Hey et al., Proceedings 
lEEE-Mems, 1998, CH 36176. Reference studies concerning electrospray techniques, 
particularly nanoelectric spray techniques, are, for example: "Analytical Properties of the 
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Nanoelectrospray Ion Sources" by M. Wilm and M. Mann in Analytical Chemistry, Volume 68, 
No. 1, January 1, 1996, pp. 1-8, as well as "Electrospray and Taylor-Cone theory. Dole's beam of 
macromolecules at last?" by M. Wilrn, M. Mann in International Journal of Mass Spectrometry 
and Ion Processes 136 (1994), pp. 167-180. These techniques make it possible to provide the 
detection fields with predetermined binders in a targeted manner with high resolution of location. 
The binders can be applied to the external surface of the substrate disc. It is also conceivable, by 
analogy to the data pits of conventional CDs, to provide small recesses in the external surface of 
the substrate, and to immobilize the analyte-specific binders therein. If such recesses for the 
binders are provided, it will be advantageous to form them so they have a radial width of 
approximately 0.5 nm, corresponding to the width of the data pits of conventional CDs. 

To examine biological interactions at the molecular level, the analytes that are 
considered, in particular, are nucleic acids and/or proteins. Thus, the method according to the 
invention can be used to detect protein/protein interactions, such as, for example, those which 
occur in gene expression or as cell signals, enzyme/substrate or enzyme/effect interactions 
during the metabolism, or protein/DNA or protein/RNA interactions during gene expression. 

By means of an appropriate choice of the binders in the detection fields, DNA/DNA 
interactions can also be detected, which is of particular significance in gene identification and in 
the mapping of genes, in the examinations and quantification of gene expression, as well as in 
molecular diagnosis and/or therapy of diseases. 

Molecular interactions and enzyme activities can be influenced by the formation of RNA 
aptamers and small chemical bonds to macromolecules. Natural and synthetic effector molecules 
therefore fi-equently allow the manipulation of biochemical processes by modulating, or 
intervening in, macromolecular interactions. 

The substrate material preferably is a nonporous material. The use of a nonporous carrier 
allows the defined application of even small detection fields, so that a miniaturization of the test 
format or the application of a multitude of detection fields is possible. Suitable materials for the 
disc-shaped substrate are, for example, plastics and glass. For CD-ROM drive applications the 
preferred material is a focusing material, particularly a polycarbonate. 

The immobilization of the binders to the detection fields can be carried out by methods 
- which in themselves are known. The inunobilization strategy depends on the type of molecule to 
be immobilized and the given substrate. In general, binders can be bound directly to a matrix by 
a chemical reaction, for example, via a specific amino acid in a protein (particularly cysteine 
lysine) or via the phosphate backbone of a DNA molecule. The immobilization can also be 
carried out with bifunctional chemical crosslinking agents or via a specific interaction with high 
affinity, such as the biotin/streptavidin interaction. The analyte-specific binders can also be 
adsorbed to the surface, where, however, a covalent bond is preferred. As binders, substances 



and/or molecules are applied to the surface of the substrate which are capable of binding the 
desired analyte specifically, and, in particular, with high affinity. 

After contacting the sample with the detection fields, the presence and/or quantity of the 
analyte to be detected is determined by optical evaluation of the detection fields. In this context, 
all the methods known to a person skilled in the art can be used. A conventional method for the 
analysis of molecular interactions consists of several steps: a first interaction partner, for 
example, an analyte-specific binder or receptor is linked covalently or adsorptively to a solid 
support. At the time of the contacting of the sample with the detection fields, a second interaction 
partner, for example, the analyte, can interact with the receptor. Then, the presence of the analyte 
(or the absence in competitive test formats) at the location where the receptor is immobilized is 
detected. The interaction between the two binders is preferably carried out under conditions 
where both reactants are present in a native, active configuration, preferably in a liquid reaction. 
It is particularly preferred to carry out the contacting at a pH which is close to the physiological 
pH and under ionic conditions. 

In the method according to the invention the detection is carried out by detecting a 
change in the optical properties of the detection fields. The optical change in the detection field 
can be caused, for example, by isotopes, enzymes, fluorochromes, dyes, metal colloids, beads or 
similar materials which serve as the labeled system. For the detection, one of the interaction 
partners, for example, the receptor or the analyte, is labelled directly or indirectly. It is preferred 
to derivatize, for the detection, proteins or nucleic acids with one biotin unit, which then allows 
identification via streptavidin conjugates. 

It is preferred that the detection method results in the precipitation of a dye or the 
localization of a fluorochrome at the place of the molecular interaction or in the accretion of 
metal clusters with strong electromagnetic interaction. Latex beads or plastic beads can also be 
bound. Because of their refi-active behavior and their curved (spherical) surface, they effect the 
scattering of the incident read-out light, which can be detected as a change in intensity. If the 
beads have appropriate dimensions, effects of destructive interference can be achieved. 

The interacting molecules, that is the receptor and the analyte, can be detected either 
directly via specific binding sites, or indirectly, by being provided with a label which contains a 
specific binding site. Examples of such labels are epitopes for which known monoclonal 
antibodies exist, or a biotin group, which can combine with streptavidin. In addition, it is also 
possible to use direct specific binding of an antibody to the analyte. Antibodies and streptavidin 
are preferably conjugated wath an enzyme to allow the evaluation of the detection fields. 
Examples of preferred enzymes are epoxidase, alkaline phosphatase and P-galactosidase. At the 
time of the addition of appropriate substrates, an enzymatic chromogenic reaction occurs, during 
which colored products are formed which precipitate at those places where the enzymes are 
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bound and thus indicate the presence of the analyte. Suitable substrates of the above enzymes 
which allow an optical evaluation are, in the case of horseradish peroxidase, for example, 
diaminobenzidine (DAB), which produces a brown product which is insoluble in water and 
ethanol, DAB + metal, which results in a gray to black insoluble product, in the presence of 
cobalt or nickel, chlomaphthol, which produces a blue-black water-insoluble coloration, or 
aminoethyl carbazole, which produces a red water-insoluble product. Preferred substrates for 
alkaline phosphatase are naphthol-AS-BI-phosphate/new fiichsin, which produces a red insoluble 
product, bromochlorindolyl phosphate/nitrotetrazolium, which produces a black-violet 
precipitate, and p-galactosidase bromochlorindolyl-b-D-galactopyranosite (BCIG), which 
produces an insoluble blue product. The detection of the analytes can here easily be carried out 
by optical detection of the colored area. 

An additional possibility for the detection of the sites of interaction is the technique of 
staining with gold colloids, a technique for which other types of metal clusters or beads can also 
be used. Silver particles are particularly advantageous in this context, if they are capable of 
increasing the sensitivity of an optical detection system based on nonlinear optical effects near a 
metal surface of the reflecting layer. Furthermore, it is preferred to use dyes as labels, 
particularly dyed latex particles. Glass beads made of silicon oxide which are filled with a dye at 
high concentration can also be used. 

In addition to the measurement of the absorption, in the case where suitable labels are 
chosen, for example, fluorescing substances, it is also possible to measure the fluorescence 
where, in this case, the detection wavelength is different from the irradiated wavelength. To the 
extent that commercial CD drives, particularly CD-ROM drives, are to be used for the 
evaluation, it may be necessary, in the case of fluorescence measurements, to make changes in 
the construction of the drive, in addition to the corresponding adaptation of the software. In 
particular, it can be necessary to incorporate a detector which is specifically tuned to the 
fluorescence wavelength. 

The invention makes it possible to record additional information on the planar face of the 
substrate which carries the detection fields, which information can be read and evaluated 
simultaneously with the detection fields. Accordingly, it is proposed to form additional data 
fields along the spiral line or at least one circular line of the planar face of the substrate which 
carries the detection fields, which data fields contain information pertaining to the sample and/or 
detection field and/or evaluation. In the case of information on the sample, the information can 
pertain, for example, to the place and time of the collection of the sample, the type of sample, or 
the individuals from whom the sample was collected. Information concerning the detection field 
can contain biomolecular or biochemical data on the detection fields, particularly on the binder 
type of the individual detection fields. The information pertaining to the evaluation can be data 
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concerning the detection principle used for the detection of the analytes, for example, enzymatic 
detection, detection via dyes, or detection via metal clusters or similar materials. Furthermore, 
they can contain data indicating which physical scanning principle a reading device is to use, for 
example, absorption measurement or fluorescence measurement. In addition, the information 
pertaining to the evaluation can give to the reading device the position and place of the detection 
fields on the substrate, and thus it can notify the reading device of the time when it should 
change from software for reading data fields to software for reading detection fields. In 
particular, it is conceivable that the information pertaining to evaluation already contains at least 
parts of an evaluation software, which is retrieved by the reading device at the time of the 
evaluation of the detection fields. In this manner, the user does not need to carry out laborious 
programming tasks to adapt the software of his/her computer workplace. The entire evaluation 
software can already be recorded in the sensor by the manufacturer, to the extent that appropriate 
software standards exist. 

In addition it is conceivable to arrange the detection fields and the data fields separately 
along the spiral line. However, it can also be advantageous to arrange the detection fields and 
data fields alternately along the spiral line, for example, in such a manner that an individual 
detection field or a group of detection fields is associated with a data field which precedes the 
detection field or group of detection fields along the spiral line and which provides the 
evaluation system with information on this detection field or this group of detection fields. 

To the extent that the detection fields are arranged along concentric circular lines, 
detection fields and data fields can also be arranged alternately along at least one circular line. It 
is also conceivable to form detection fields and data fields in each case on separate circular lines. 

The data fields should advantageously be read fi*om the same side of the substrate disc as 
the detection fields. This makes it possible to form recesses in the planar face of the substrate 
which carries the detection fields for the formation of the data fields, where the reflector is 
applied in such a manner that it penetrates into the recess. Advantageously, the coding of the data 
and the arrangement of the recesses meet the specifications of a standard CD format, particularly 
CD-ROM format, so that the data fields can be read by conventional CD drives without software 
modifications. 

It is even conceivable to omit recesses for the formation of the data fields. By binding 
optically absorbing or scattering substances to the substrate it is also possible to influence the 
reflection of the light beam which is directed on the detection and data fields for the reading 
process. Thus, it is conceivable, wdth an appropriate choice of metal and plastic beads, to achieve 
similar effects of destructive interference to those which are also achieved by recesses in the 
substrate surface. Therefore, it is possible to apply, for the formation of the data fields, a 
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substance which influences incident reading Hght on the planar face of the substrate which 
carries the detection fields. 

Because in the case of the formation of the reflector as a reflecting layer which is applied 
to the substrate the latter is applied only after the completion of all biomolecular or biochemical 
analysis steps, it is not possible to carry out before-after measurements of the detection fields, 
that is measurements before and after contacting the sample with the detection fields. However, 
in order to be nevertheless capable of obtaining reliable information from the measurement 
signals concerning the presence of analytes on detection fields and analyte identification, it can 
be advantageous to form, in addition, at least one reference field along the spiral line or along at 
least one circular line of the planar face of the substrate which carries the detection fields, where 
the reference field has optical properties which are used as reference in the evaluation of the 
detection fields. For example, these reference fields can have a known reference absorption level 
for the light of the scanning light beam, which level is typical for analyte-free detection fields, 
and which is distinguishable from the absorption level which detection fields typically have if 
analytes adhere to them. In addition, reference fields can also be formed which contain the 
analyte and/or labeler, and which fimction as a positive control in the correct use of the method. 
The reference fields can, moreover, be used for the calibration and for the quantification of the 
measurements. 

In the area of the detection field, there may be a decrease in the adhesion of the reflecting 
layer, if the latter is immediately applied to the biomolecular or biochemical plane which lies 
below it. In this case, it can be advantageous, after contacting the sample with the detection 
fields, to first apply a coating layer made of an optically transparent material onto the detection 
fields, before the application of the reflecting layer. The coating layer can also be used for the 
fixation of the reagents in the detection fields. The material and the thickness of the coating layer 
must be adjusted to each other in such a manner that there is no influence on the optical 
properties of the sensor caused by the coating layer, for example, as a result of focusing or 
absorption effects, or, at least, so that any influence occurs in a manner which can be controlled. 
A polymer-based material has been shown to be best suited for the coating layer. Thus, for 
example, it can be applied as a film or by a spraying method. To the extent that the sensor also 
has recesses in the data fields, one must ensure that the recesses are not again filled by the 
material of the coating layer, to avoid a loss of data information represented by the recesses. It is 
conceivable to use spraying methods for the local application of the coating layer. It is also 
conceivable to carry out a fictitious subdivision of the surface of the substrate disc into segments, 
for example, sectors, of which a portion is exclusively reserved for detection fields and another 
portion exclusively for data fields. The segments with data fields can then easily be kept free of 
the coating layer. 
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The substrate with the binders immobilized on it can be packaged as a unit which can be 
handled and sent to the user. It is conceivable that the manufacturer could compile a 
customer-specific set of binders and apply it to the substrate. It is also conceivable to apply a set 
of binders to a substrate in a manner which is not specific to a customer, but specific to an 
application, for example, for certain gene analyses, and to offer this substrate as a prepared 
support. It is recommended to dry this support before packaging and shipping it. The sample to 
be examined is then applied by the user, that is by the purchaser of the support. The same can 
also apply to reagents which contain labels. The application of the reflecting layer and optionally 
the coating layer after completion of the biomolecular or biochemical detection method, which 
can also comprise washing steps, can be carried out by the user, provided he/she has appropriate 
equipment for this purpose. It is also conceivable that the user sends back the support with 
adhering analyte to the manufacture, or another laboratory, where these layers are applied. 

It is also possible to apply a planar protective layer to the reflecting layer, for which 
protective layer an acrylate-based material is suitable because of its notch and scratch resistance. 
The support which has been protected in this manner can be stored for long periods and it can be 
read again at any time. 

Furthermore, the invention relates to a support for the detection of analytes is a sample 
which is particularly suitable for carrying out the above-explained method. 

According to another aspect, to solve the problem posed above, the invention starts v^th 
the method for the detection of analytes in a sample, in which analyte-specific binders are 
immobilized in a multitude of detection fields on at least one of the planar faces of a disc-shaped 
substrate, followed by contacting the sample with the detection fields, and then a determination 
of the presence and/or quantity of the analyte to be detected by the evaluation of the detection 
fields. According to the invention, provisions are made here for the magnetic evaluation of the 
detection fields, and for that purpose, binders, or the analytes to be detected, are labelled v^th 
magnetic and/or magnetizable labels, with the provision that the detection fields are arranged 
along a multitude of concentric circular lines and/or along at least one spiral line, distributed on 
the substrate. 

The circle- or spiral-shaped distribution of the detection fields on the substrate allows the 
use of a commercial magnetic disc reading device, so-called hard disc drives. Optionally, an 
adaptation of the software of the drive control is required. The magnetic reading of the detection 
fields even allows the formation of detection fields on both planar faces of the substrate, 
resulting in the possibility of considerably increasing the packing density of the sensors with 
detection fields. With regard to the mutual separations, the sizes and the arrangement of the 
detection fields, as well as of any data and reference fields on the substrate, the comments made 
above for the optically readable sensor essentially apply. 
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In order to prevent the labeler from being torn off as a result of contact with the reading 
head of the evaluation device from the substrate, a fixation layer can be applied onto the 
detection fields after contacting the sample v^th the detection field/The fixation layer should 
advantageously be flatly applied on each planar face of the substrate which carries detection 
fields. Polymer-based materials have been shown to be suitable for the fixation layer. 

In addition, prior to the formation of the detection field or after contacting the sample 
with the detection fields, a magnetic and/or magnetizable particle containing magnetic layer can 
be flatly applied on each planar face of the substrate which carries detection fields. The magnetic 
layer makes it possible to record additional data in the sensor, which can be read together v^th 
the detection fields. The magnetic properties of the magnetic layer must be chosen in such a 
manner that the local oscillations in the magnetic field strength or the magnetic flux density 
caused by the labels do not become "blurred" as a result of the magnetic layer, and thus become 
undetectable. Although, in principle, it is conceivable that the magnetic layer is applied, below 
the biomolecular or biochemical layer of the sensor, inunediately on the substrate, it is 
nevertheless advantageous to apply it only after the completion of the biomolecular or 
biochemical process steps, because it can simultaneously serve as fixation layer. 

Furthermore, the invention relates to a test kit for use with the method according to the 
above-described first and second aspect. The test kit comprises here a support which has been 
prepared with immobilized binders, as well as reagents for use v^th the detection method, in 
particular optical and/or magnetically detectable detection reagents, as well as, optionally, 
washing and/or buffer solutions. The support is preferably in the dried form. 

Finally, the invention relates to the use of a support of the above described type in an 
immunoassay and/or nucleic acid hybridization assay and/or lectin-sugar assay and/or 
protein-nucleic acid assay. 

The invention is further explained below with reference to the drawings in the appendix. 
In the drawings: 

Figure 1 represents a schematic cross section of a biomolecular or biochemical sensor 
according to the invention ("biosensor") with detection and data fields, and 

Figure 2 schematically represents the distribution of the detection and data fields on the 
biosensor. 

In Figure 1, which does not exactly reproduce the real size ratios, the biosensor overall 
bears the reference numeral 1 . It is in the shape of a circular disc. Advantageously, its size 
corresponds to that of a conventional compact disc, whose diameter is usually approximately 12 
cm. The biosensor 1 comprises a carrier substrate 3 which is prepared from an optically 
transparent material, preferably polycarbonate. On the top planar face of substrate 3 in Figure 1, 
detection field 5, 7 and data fields 9 are formed. In the data fields 9, information concerning the 
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sample and/or the detection fields and/or the evaluation is stored. As in conventional CDs, the 
information in the data fields 9 is represented by alternating areas 1 1 with increased depth and 
areas 13 without increased depth of the substrate 3. 

In the detection fields 5 7, analyte-specific binders or receptors are immobilized. These 
binders are schematically represented in Figure 1 by short lines 15. Each detection field 5, 7 
carries a multitude of binders 15 of the same or different type. The detection field 7, in Figure 1, 
represents a detection field to which no analytes have become bound after contacting the sample 
with the detection fields 5, 7. In contrast, the detection field 5 represents a detection field in 
which the analytes remain bound. These analytes are schematically represented in Figure 1 by a 
small circle 1 7, which simultaneously symbolizes the labels, by means of which the optical 
detection of the presence of the analytes is possible. 

The detection fields 5, 7 are embedded in a coating layer 19, which is only applied in the 
areas of the substrate 3 which carry the detection fields 5, 7, but not in the areas of the substrate 3 
which carry the data fields 9. The coating layer 19 also consists of an optically transparent 
material, preferably a polymer material. It fixes the labeler to the substrate 3 and at the same time 
it functions as an adhesive between the substrate 3 and the reflecting layer 21, which is applied in 
a planar manner on the substrate 3, over all detection fields 5, 7 and all data fields 9, and which 
extends into the recesses 1 1 of the data fields 9. The reflecting layer 21 preferably is made of 
aluminum, but it can also be made of silver, for example, and it is advantageously produced by 
chemical vapor phase deposition. The reflecting layer 21 serves as a reflector for the light of a 
laser beam 23, which is directed from the bottom side of the substrate 3 onto the biosensor 1 for 
reading the detection fields 5, 7 and the data fields 9. The reflected light is evaluated using 
routine methods. For example, the light is separated by means of a polarization filter from the 
irradiated light, and then evaluated to determine its intensity. The material of the substrate 3 
advantageously has a refractive index such that the laser beam 23 is focused on its entry path in 
the substrate 3, so that the light spot which in the end falls onto the detection fields 5, 7 and the 
data fields 9 can be kept very small. 

Toward the top side, the biosensor 1 is closed off by a coating layer 25, which is applied 
in a planar manner, and which protects the biosensor 1 from harmful chemical or mechanical 
influences. Advantageously, it is made of an acrylate material. 

The detection fields 5, 7 and the data fields 9 are arranged in an alternating sequence 
along a spiral line on the substrate 3. Figure 2 shows a detail of two successive windings of the 
spiral line. The latter is represented in Figure 2 as a broken line, and it bears the reference 
numeral 27. Furthermore, d denotes the radial separation between the two windings, that is the 
pitch of the spiral. It is, for example, approximately 1.6 ^m. The recesses 11, which, in the case 
of the coding which is routinely used for CDs, particularly CD-ROMs, can have a gradually 
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varying circumferential length, have, for example, a width of approximately 0.5 ^m in the radial 
direction. To prevent radial overlapping with detection and data fields of adjacent spiral 
windings, the detection fields 5, 7 are also formed radially so small that there is a sufficient 
separation from the fields of the adjacent spiral windings. In particular, the detection fields 5, 7 
can also be approximately 0.5 mm wide. In the case of such dimensions, one can without any 
problem tolerate the "fraying" which is frequently observed in the case of the enzymatic 
detection of analytes adhering in the detection fields 5. In the circumferential direction, the 
detection fields 5, 7 can be longitudinal, so that they can be formed with a sufficiently large total 
surface area. In the circumferential direction as well, the detection fields 5, 7 will be at a 
sufficient separation fi"om each other and from the data fields 9. 

The above-mentioned measures are particularly recommended if, for reading the data and 
detection fields, CD drives with a spot diameter of the laser beam 23 of approximately 2 ^im are 
used. 

Below, some biomolecular or biochemical application examples of the invention are 
explained. 

Example 1 

Applications 

The applications can be classified depending on the type of the immobilized binding 
partner (A) of the analyte-specific binder, and the type of its "ligand," that is the analyte (B). It is 
preferred to use nucleic acids and/or proteins as interaction partners, however, other paitners of 
specific binding pairs can also be used, such as lectins or sugars. 

It is preferred to derivatize the receptors or analytes, particularly proteins and nucleic 
acids, with a biotin group, where the biotin group is then advantageously detected with a 
streptavidin enzyme conjugate, such as horseradish peroxidase. The substrate of the enzyme 
reaction is chosen in such a manner that an intense dark precipitate forms at the place of the 
molecular interaction, which quenches the detection laser. In addition, the detection can also be 
carried out by direct derivatization of an interaction partner with a fluorochrome in combination 
with an appropriate laser. 

Example 1.1 

The receptor (A) is an RNA aptamer, a peptide or a natural or synthetic effector 
molecule, and the analyte (B) is a protein. 
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The properties of an enzyme or a regulation factor in gene expression are frequently 
modulated by the association of small effect or ligand molecules. Examples are hormone 
receptors, which are converted after the binding to the hormone into an active conformation. The 
protein function can be modulated by the interaction of a substrate analog or by allosteric 
effectors. To identify suitable small chemicals, screening processes for ligands are carried out, 
with the examination of a large number of different chemicals. 

According to the method of the invention it is possible to completely test chemical 
libraries. In this process, a multitude of different small chemicals is immobilized in a defined 
order on the support, where the protein in question is contacted with the support under different 
stringency conditions. Bound protein is detected directly, if it is labelled with an appropriate 
fluorochrome, for example, a latex particle, or indirectly using an enzyme amplification cascade. 
In a corresponding manner, large libraries of RNA aptamers or peptides can be screened, either 
separately or bound in a fusion protein, to determine interactions with a protein in question. 

Example 1 2 

The receptor (A) is a protein, and the analyte (B) is a nucleic acid or a ligand. 

Protein libraries can be screened with respect to certain binding properties, for example, 
the interaction with a defined DNA sequence. Replicated supports which contain defined areas of 
proteins, which together represent the products of a cDNA expression library, can be 
characterized with specific ligands or DNA binding sites. The arranged proteins can thus be 
unknovm proteins, as in the library, and identified only by the method according to the invention, 
Alternately, areas of knovm proteins or derivatives of a defined protein, such as the product of a 
random mutagenesis, can be examined. 

Example 1.3 

The receptor (A) is DNA or RNA, and the analyte (B) is a protein. 

A large number of different double-stranded DNA fragments can be applied to the 
detection fields. In this context, the fragments can either be small fragments, for example, 
oligonucleotides, or larger DNA fragments to very large DNA fragments which represent an 
ordered library of genomic DNA fragments. The applications comprise the systematic search for 
possible genomic binding sites for DNA binding proteins, but also other DNA binding molecules 
can be detected, such as intercalators, small molecules with a predelection for certain sequences, 
PNAs and sequences which form a triple helix. Similarly, RNA molecules can be applied as 



receptor molecules in the detection fields, such as transcripts of a cDNA library or the 
derivatives of a defined RNA, such as the product of a random mutagenesis. 

Example 2 

Nucleic acid examinations 

The receptor (A) is single-stranded DNA, and the analyte (B) is single-stranded DNA or 

RNA. 

Example 2.1 
DNA mapping 

In the meantime it has become possible to sequence enfire genomes, and the genomes of 
higher eukaryotes, such as humans, mice and fleas, are mapped and covered by ordered clones 
(such as PI phage clones), where the assumption is that the sequences of all genomes will be 
available in the foreseeable future. In this context, supports according to the invention can be 
prepared which contain entire genomes in ordered arrays or areas. Thus, it is possible to assign a 
cloned piece of DNA in a single hybridization step to its genomic location and, independently of 
the resolution of the array (which is a function of the mean sequence length and the number of 
individual DNA molecules), even to identify the gene itself. Examples of such an application are 
the PI arrays of Genome Systems, which so far had been difficult to screen, because they were 
only available on membranes. The application of this PI array onto supports according to the 
invention allows a simple and uncomplicated use; translocations and other genomic 
rearrangements, which are fi-equently the cause of genetic diseases, can also be mapped in a 
simple way, including deletions of the mitochondrial genome. In addition, inserts of transgenes 
can easily be mapped if the inserted DNA is detected together with a small quantity of flanking 
genomic DNA. 

Example 2.2 

Gene identification and/or gene cloning 

Arrays or areas of diagnostic oligonucleotides, which represent all known genes of a 
given species, allow the direct identification of a gene in question. For this purpose one can 
improve, for example, cDNA arrays from Klontech or DNA chips from Affimetrix, on which all 
the yeast genes are applied, by a transfer to the support according to the invention. 
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Example 2.3 

Expression profile examinations 

By the application of DNA representing all the genes of an organism on supports 
according to the invention, the expression profile can be examined. A complex mixture of RNA 
is applied on the support which represents the expression state of a certain cell or of a cDNA 
population derived therefrom. The expression state determined on the support can easily be 
compared vAih the expression state of other cells which originate from other tissues, other 
developmental stages or other metabolic states. Alternately, DNA samples can be examined 
which represent certain chosen DNA states, such as cell cycle genes, signal transmission 
components, etc. Because the supports according to the invention can be stored over a long time 
period, expression profiles can be prepared which can be archived and used for comparative 
purposes. 

Example 2.4 

Molecular diagnosis of DNA polymorphisms 

The method according to the invention can be used for the diagnosis of common or rare 
DNA polymorphisms, including the mapping of mutations in protooncogenes, which cause 
common tumors. An appropriate support contains overlapping oligonucleotides which together 
comprise a complete gene (for example, the wild type sequence), together vsdth oligonucleotides 
which contain all possible or fi-equently occurring mutations of this sequence. The corresponding 
DNA fragment is isolated from patients by PGR and hybridized to the relevant gene support 
under conditions in which the hybridization only occurs if there is a perfect match between the 
sequences. A comparison of the hybridization of the experimental DNA to wild type or mutant 
oligonucleotides makes it possible to determine with precision what type of mutation occurs in a 
sequence. 

Example 3 

In addition to the applications described above, in which a simple binding process was 
demonstrated which produces sigjials which can optionally be amplified by an enzyme cascade 
to increase the sensitivity of the detection, the method according to the invention can also be 
used in applications which require more extensive treatments of the support, for example, PGR 
amplification, which is carried out analogously to in situ PGR amplifications. In this manner it is 
also possible to detect infectious agents. 
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Claims 

L Method for the detection of analytes in a sample, where analyte-specific binders (1 5) 
are immobilized in a multitude of detection fields (5, 7) located on one of the planar faces of a 
disc-shaped substrate (3), then the samples are contacted with the detection fields (5, 7), and 
subsequently the presence and/or the quantity of the analytes (17) to be detected is (are) 
determined by optical evaluation of the detection fields (5,7), characterized in that a substrate (3) 
prepared from an optically transparent material is used, in that the detection fields (5, 7) are 
arranged along at least one spiral line to (27) and/or a multitude of concentric circular lines on 
the substrate (3) and in that, after contacting the sample, an optical reflector (21) is arranged 
adjacently to the planar face of the substrate (3) which carries the detection fields (5, 7). 

2. Method according to Claim 1 , 

characterized in that the reflector is formed by a reflecting layer (21) which is applied to the 
substrate (3) over the detection fields (5, 7). 

3. Method according to Claim 2, 

characterized in that the reflecting layer (21) is made of aluminum. 

4. Method according to Claim 1, 

characterized in that the reflector is arranged with separation from the substrate. 

5. Method according to one of Claims 1-4, 

characterized in that, with reference to the disc axis, radially adjacent detection fields (5, 7) are 
arranged v^th radial separation. 

6. Method according to one of Claims 1 -5, 

characterized in that, along the spiral line (27) or a circular line, adjacent detection fields (5, 7) 
are arranged with separation from each other. 

7. Method according to one of Claims 1-6, 

characterized in that, on the planar face of the substrate (3), which carries the detection fields 
(5, 7) along the spiral line (27), or at least along one circular line, additional data fields (9) are 
formed which contain data pertaining to samples and/or detection fields and/or the evaluation. 

8. Method according to Claim 7, 

characterized in that detection fields (5, 7) and data field (9) are arranged alternately along the 
spiral line (27) or along at least one circular line. 

9. Method according to Claim 7, 

characterized in that detection fields and data fields are each formed on separate circular lines. 

10. Method according to one of Claims 7-9, 

characterized in that for the formation of the data fields (9), recesses (1 1) are formed in the 
planar face of the substrate (3) which carries the detection fields (5, 7) and in that the reflector 
(21) is applied in such a manner that it reaches into the recesses (11). 



1 1 . Method according to one of Claims 7-9, 

characterized in that for the formation of the data fields, a substance which influences incident 
reading light is applied on the planar face of the substrate which carries the detection fields. 

12. Method according to one of Claims 1-11, 

characterized in that, on the planar face of the substrate (3) which carries the detection fields 
(5, 7), along the spiral line (27) or along at least one circular line, at least one reference field is 
formed, in addition, whose optical properties are used as reference in the evaluation of the 
detection fields (5, 7). 

13. Method according to one of Claims 1-12, 

characterized in that, after contacting the sample with the detection fields (5, 7), below the 
reflector, a coating layer (19) made of an optically transparent material is applied on the 
detection fields (5, 7). 

14. Method according to Claim 13, 

characterized in that for the coating layer (19) a polymer-based material is used. 

15. Method according to one of Claims 1-14, 
characterized in that a substrate (3) made of polycarbonate is used. 

1 6. Method according to one of Claims 1-15, 

characterized in that the substrate (3) is provided at a manufacturing site with binders (15), dried 
and packaged, and in that the substrate (3) so prepared is then brought to an application site 
which is at a distance from the manufacturing site, at which application site the sample is 
contacted by a user with the detection fields (5,7). 

17. Method according to one of the preceding claims, 

characterized in that the detection of the analytes is carried out by a detection of a change in the 
optical properties of the detection fields. 

18. Method according to Claim 17, 

characterized in that the optical change in the detection fields is caused by isotopes, enzymes, 
fluorochromes, dyes, metal colloids and/or beads. 

19. Method according to Claim 18, 

characterized in that latex beads, plastic beads, glass beads and/or metal beads are used. 

20. Support for the detection of analytes in a sample, in particular for using the method 
according to one of Claims 1-19, 

characterized by a disc-shaped substrate (3) made of an optically transparent material, to one of 
whose planar sites analyte-specific binders (15) are immobilized in a multitude of detection 
fields (5, 7), where the detection fields (5, 7) are arranged along at least one spiral line (27) 
and/or a multitude of concentric circular lines on the substrate (3). 
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2 1 . Support according to Claim 20, 

characterized in that, over the detection fields (5, 7), a reflecting layer (21) is arranged, which, 
after contacting the sample with the detection fields (5, 7), is flatly applied on the substrate (3). 

22. Support according to Claim 21 , 

characterized in that a protecfive layer (25) is flatly applied on the reflecting layer (21). 

23. Support according to Claim 22, 

characterized in that the protective layer (25) is made of an acrylate-based material. 

24. Support according to Claims 20-23, 
characterized in that it is packaged as one conmiercial vmit. 

25. Support according to Claim 24, 
characterized in that it is packaged in the dry state. 

26. Method for the detection of analytes in a sample, in which analyte-specific binders 
are immobilized in a multitude of detection fields on at least one of the planar faces of a disc- 
shaped substrate, then the sample is contacted with the measurement fields, and subsequently the 
presence and/or the quantity of the analytes to be determined is (are) determined by evaluation of 
the detection fields, 

characterized in that the detection fields are magnetically evaluated and, for that purpose, 
binders, or the analytes to be detected, are labelled with magnetic and/or magnetizable labels and 
in that the detection fields are arranged along a multitude of concentric circular lines and/or 
along at least one spiral line on the substrate, if desired in connection with other characteristics 
of at least one of Claims 1-25. 

27. Method according to Claim 26, 

characterized in that, after contacting the sample with the detection fields, a fixation layer is 
applied to the detection fields. 

28. Method according to Claim 27, 

characterized in that the fixation layer is flatly applied on each planar face of the substrate which 
carries detection fields. 

29. Method according to Claim 28 or 29, 

characterized in that, for the fixation layer, a polymer-based material is used. 

30. Method according to one of Claims 26-29, 

characterized in that, for the formation of the detection fields and after contacting the 
sample with the detection fields, a magnetic layer, which contains magnetic and/or magnetizable 
particles, is flatly applied on each planar face of the substrate which carries detection fields. 

3 1 . Test kit for use with the method according to one of Claims 1-19 and 26-30, 
comprising 

a) a support (3) prepared with immobilized binders (15), 
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b) reagents for use with the detection method, in particular detection reagents which can be 
detected optically and/or magnetically, and 

c) optionally washing solutions and/or buffer solutions. 

32. Test kit according to Claim 3 1 , 
characterized in that the support (3) is in a dried form. 

33. Use of a support according to one of Claims 20-25 in a immunoassay and/or nucleic 
acid hybridization assay and/or lectin-sugar assay and/or protein-nucleic acid assay. 
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^^DIE INTERNATIONALE ZUSAiyA|^ 
jHeM GEBIET DES PATENTWESOir 



M ARBEIT 



PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowi R g In 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

19503P WO 


i>rc|TFRPS siehe Mitteilung Qber die Ubeimittlung des intern ationalen 

Recherchenberichts (Fomnblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/00876 


Internationales Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

03/02/2000 


(FrQhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

03/02/1999 


Anmelder 

EUROPAISCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARBIOLOGIE (E 



Dieser intern ation ale Recherchenbericht wurde von der Internalionalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 Qbermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen BQro Qbermittelt. 

Dieser Internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _5 Blatter. 

[X] OarCiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in dlesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Beiichts 

a. Hinsichtlich der Sprache ist die Internationale Recherche auf der Gmndlage der intemationalen Anmetdung in der Sprache 
durchgefQhrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die intemationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Beh6rde eingereichten Obersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefQhrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die Internationale 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefQhrt worden, das 
I I in der intemationalen Anmeldung in Schriflicher Fornn enthalten ist. 

zusammen mit der intemationalen Anmeldung in oomputeriesbarer Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtragllch in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtragllch in oomputeriesbarer Form eingereicht vyorden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht Qber den Offenbarungsgehalt der 
intemationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computeriesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftMchen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



2. Q Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

3. |X] Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

PT] wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 
I I wurde der Wortiaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt: 



5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

PvTl wird der vom Anmelder eingereichte Wortiaut genehmigt. 

wurde der Wortiaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behdrde festgesetzt. Der 
[ I Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 

Recherchenberichts eine Steilungnahme vorlegen. 

6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 1_ 



f?r| wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keinederAbb. 

I I well der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben <Fortset2ung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemdB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 
1. AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behfirde nicht verpflichtet ist, nSmllch 



2. AnsprOche Nr. 

weil sie sich auf Teile der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, nSmlich 



3. AnsprOche Nr. 

weil es sich dabei um abhSngige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale RecherchenbehSrde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthait: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I y I Da der Annnelder alle erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

LaJ intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 

2 I I Da fur alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 

• I — I 2usatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die BehOrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

' ' Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fur die GebOhren entrichtet worden sind, nSmlich auf die 

AnsprOche Nr. 



4. I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusStzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
chenbericht beschrSnkt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwShnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOch n er- 
faBt: 



Bemerkungen hinstchtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspaich gezahlt. 

I X I Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die internationale Recherchenbehorde hat festgestelTt, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-25, 

31 - 32 (sofern auf Anspruche 1-19 bezogen), 33 



- Verfahren zum Nachweis von Analyten mittels eines 
scheibenformigen Substrates mit immobilisierten 
analytspezifischen Bindern in einer Vielzahl von 
Nachweisfeldern, die in einer Spiral! inie Oder in 
konzentrischen Kreisen angeordnet sind, wobei nach dem 
Inkontaktbringen der Probe mit den Nachweisfeldern ein 
optischer Reflektor uber den Nachweisfeldern angebracht wird 

- Messtrager zur Durchfuhrung des Verfahrens 

- Testkit, enthaltend einen geeigneten Messtrager (sofern 
auf Anspruche 1-19 bezogen) 

- Verwendung des Testragers 



2. Anspruche: 26-30, 

31 - 32 (sofern auf Anspruche 26 - 30 bezogen) 



- Verfahren zum Nachweis von Analyten mittels eines 
scheibenformigen Substrates mit immobilisierten 
analytspezifischen Bindern in einer Vielzahl von 
Nachweisfeldern, die in einer Spiral 1 inie oder in 
konzentrischen Kreisen angeordnet sind, wobei die 
Nachweisfelder magnet isch ausgewertet werden. 

- Testkit, enthaltend einen geeigneten Messtrager (sofern 
auf Anspruche 26-30 bezogen) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



In^^^nnales AMenzeichen 

00/00876 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N33/551 G11B7/013 



Nach der Intemationaten Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 GOIN GllB 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Ver6ffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , WPI Data, PAJ, BIOSIS, INSPEC 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezetchnung der Verdffentiichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspaich Nr. 



wo 96 09548 A (GORDON JOHN FRANCIS ;UNIV 
DUNDEE (GB)) 28. Marz 1996 (1996-03-28) 



1,4-10, 
12,17, 
18,20, 
31-33 



Seite 2, Zeile 22 -Seite 
Seite 6, Zeile 18 -Seite 
Seite 7, Zeile 17-23 
Seite 10, Zeile 16 -Seite 
Seite 12, Zeile 7-13 
Seite 14, Zeile 5-18 
Seite 8, Zeile 15-19 
Abbildungen 1-3 



3, 
7, 



Zeile 2 
Zeile 13 



11, Zeile 20 



26 



-/-- 



Weitere VerOffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhar^ Patentfamilie 



" Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen : 
"A" Verdffentlichuna, die den allgemeinen Stand der Technik definlert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" Stteres Dokument, das Jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum verOffentlicht worden ist 

"L" Verfiffentlichung. die geeignet Ist, einen PrioritStsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden 
solt Oder die aus etnem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefOhrt) 

"O' Verdffentitchung, die sich auf eine mOndliche Offenbarung. 

eine Benutzung. eine Ausstetlung oder andere iS/laQnahmen bezieht 
"P" Verdffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Prioritatsdatum ver6ffentlicht worden ist 



"T" SpStere Verfiffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstdndnis des der 
Erflndung zugrundeliegenden Priruips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspnichte€rfindung 
kann aliein aufgrund dieser Verfiffentlichung nicht als neu Oder auf 
erfinderischer Tdtigkeit beruhend betrachtet warden 

■Y" Verfiffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte -Erflndung 
kann nicht ats auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
warden, wenn die Verfiffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Verfiffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung qebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Facnmann naheliegend ist 

"&" Verfiffentlichung, die Mitgtied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



10. Oktober 2000 



Absendedatum des interrutionalen Recherchenberichts 



2 0. 10. 00 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehfirde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Goetz, M 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



In^^^onales Aktenzelchen 

pBRp 00/00876 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie** Bezetchnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 



Betr. Anspruch Nr. 



Y 
X 



WO 98 12559 A (DEMERS JAMES P) 
26, Marz_1998 (1998-03-26) 

Seite 5, letzter Absatz -Seite 6, Absatz 2 

Seite 7, Absatz 2 

Seite 7, letzter Absatz 

Seite 8, letzter Absatz -Seite 9, Absatz 1 

Seite 15, Absatz 2 -Seite 16, Absatz 2 

Seite 17, letzter Absatz -Seite 21, Absatz 

1 



WO 98 01533 A (BURSTEIN LAB INC) 
15. Januar 1998 (1998-01-15) 

Seite 9, Zeile 15-37 
Seite 10, Zeile 32-37 
Seite 20, Zeile 27 -Seite 26, Zeile 16 
Seite 32, Zeile 17-27 
Seite 52, Zeile 18 -Seite 54, Zeile 7 
Seite 62, Zeile 31-34 
Anspruche 18-26,31,33 

WO 96 05326 A (FOX JOHN S) 
22. Februar 1996 (1996-02-22) 
Seite 4, Zeile 1 -Seite 5, Zeile 7 
Anspruche 1-18; Abbildung 1 

T. SCHALKHAMMER: "Metal nano clusters as 
transducers for bioaffinity interactions" 
MONTASHEFTE FUR CHEMIE/CHEMICAL MONTHLY, 
Bd. 129, Nr. 10, 1998, Seiten 1067-1092, 
XP000917114 
Zusammenfassung 



1,5-10, 

17,18, 

20,31-33 



26 
20, 

26-29, 
31-33 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Ver6ffentlichungen, c^^^Belben Patentfamilie gehfiren 


In^^^^nales Aktenzeichen 

iVKp 00/00876 


Im Recherchenbericht 1 Datum der 
angefuhrtes Patentdokument 1 Ver6ffentlichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamili 


Datum der 
Verdffentlichung 



wo 9609548 



28-03-1996 



AU 
AU 
BR 
CA 
CN 
EP 
JP 
US 



714662 B 
3481595 A 
9509021 
2200562 
1158659 
0782705 
10504397 
5892577 



06-01-2000 
09-04-1996 
30-12-1997 
28-03-1996 
03-09-1997 
09-07-1997 
28-04-1998 
06-04-1999 



WO 9812559 



26-03-1998 



AU 



4428497 A 



14-04-1998 



WO 


9801533 


A 


15-01- 


■1998 


AU 


3958597 


A 


02-02-1998 












BR 


9710702 


A 


11-01-2000 












CA 


2260361 


A 


15-01-1998 












CN 


1230216 


A 


29-09-1999 












EP 


0918845 


A 


02-06-1999 


wo 


9605326 


A 


22-02- 


■1996 


AU 


3330595 


A 


07-03-1996 



Formblatt PCT/ISA/210<Anhang Patentfamitie)(Juli 1992) 



VERTRAG UBER 



INTERNATIONALE ZUSA 
EBIET DES PATENTWESe 



iAf.nai 

ENS 



'^^^ '^ I 7 m 2001 



internationaler vorlaufiger prufungsbericht 

(Artikel 36 und Regel 70 PCX) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
19503P WO 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemattonalen 
WEITERES VORGEHEN voriaufigen Prufungsberichts (Fomnblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/00876 


1 nternationates Anmel(ieciaXun\(Tag/Monat/Jahr) 
03/02/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
03/02/1999 


Internationale Patentklassifikation (tPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
G01N33/543 


Anmelder 

EUROPAISCHES LABORATORIUM FUR MOLEKULARB....et al. 



1. Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ub'ermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt Insgesannt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

S Au3erdem liegen dem Bericht ANUVGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blotter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 35 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



1 




II 


□ 


Ml 


□ 


IV 




V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



Datum der Einreichung des Antrags 
07/07/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
15.05.2001 



Name und Postanschrlft der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Goetz, M 

Tel. Nr. +49 89 2399 8697 



JJ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/00876 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzbfatten die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglich 
eingereiclit" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regefn 70, 16 and 70,17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-3,3a-3b,4-26 eingegangen am 23/03/2001 mit Schreiben vom 23/03/2001 



Patentanspruche, Nr.: 

1-27 eingegangen am 23/03/2001 mit Schreiben vom 23/03/2001 



Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

n zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/00876 



□ Beschreibung, 

□ Anspruche, 

□ Zeichnungen, 



Seiten: 



Blatt: 



Nr.: 



5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatten die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatzlicher Gebuhren hat der 
Anmelder: 

□ die Anspruche eingeschrankt. 
S zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2. □ Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfullt ist, und hat 

gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatzlicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordernis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regein 13.1, 13.2 
und 13.3 

H erfullt ist 

□ aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 



4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

H alle Teile. 

□ die Teile, die sich auf die Anspruche Nr. beziehen. 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/00876 



1. Feststellung 



Neuheit (N) 



Ja: Anspruche 1 - 27 
Nein: Anspruche 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: Anspruche 1 - 27 



Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1 - 27 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 3) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/00876 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Art. 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1 . Obwohl die Dokumente D1 - D4 verschieden ausgestaltete Messtrager im CD- 
Disk-Format fiir die innmunologische Analyse sowie Verfahren zu deren 
Herstellung und ihre Verwendung beschreiben, siehe 

01, Fig. 1 - 3, Seite 2/Zeile 22 - Seite 3/Zeile 2, Seite 6/Zeile 18 - Seite 
7/Zeile 13, Seite 7/Zeilen 17-23, Seite 10/Zeile 16 - Seite 1 1/Zeile 20, Seite 
12/Zeilen 7 - 13 und Seite 14/Zeilen 5-18; 

□2, Seite 5/letzter Absatz - Seite 6/2. Absatz, Seite 7/2. und letzter Absatz, 
Seite 8/letzter Absatz - Seite 9/1. Absatz, Seite 15/2. Absatz - Seite 16/2. 
Absatz, Seite 17/letzter Absatz - Seite 21/1 . Absatz; 

03, Seite 9/Zeilen 15-37, Seite 10/Zeilen 32 - 37, Seite 20/Zeile 27 - Seite 
26/Zeile 16, Seite 32/Zeilen 17-27, Seite 62/Zeilen 31 - 34, Anspruche 18 - 
26, 31 und 33; 

D4, Fig. 1 und Seite 4/Zeile 1 - Seite 5/Zeile 7 und Anspruche 1-18, 

wird das Anbringen des Reflektors in Fornn einer Reflexionsschicht, die auf das 
Substrat (3) uber den Nachweisfeldern (5,7) aufgebracht wird (Anspruche 1 und 
18) sowie das Aufbringen einer flachigen Magnetschicht (Anspruch 23) nach 
derzeitigem Kenntnisstand von keiner der zitierten Entgegenhaltungen offenbart 
Oder nahegelegt. 

2. Anspruche 1 - 27 erfullen daher die Voraussetzungen gemass Art. 33(2)-(4) PCT. 
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Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer MefSprobe sowie MeRtrager 
hierfiir 

5 l^S-u^ Beschreibung 

Die Erfindung befaSt sich nnit denn Nachweis von Anaiyten in einer 
MefSprobe. Als Analyten kommen beispielsweise Proteins, Peptide, 
Nukleinsauren und deren Derivate sowie Molekule, die an diesen binden 
10 konnen, in Frage. 

Als MefSprobe komnnt jede Probe in Frage, von der vermutet wird, daB sie 
mindestens einen Teil der gesuchten Analyten enthalt. Es kann sich dabei 
2, B. unn eine Blutprobe, eine Serumprobe oder/und eine Urinprobe handeln, 
15 Oder allgemein urn jede Losung, die den gesuchten Analyten enthalt. 

Zum Nachweis von Analyten in einer MeBprobe ist der Einsatz sogenannter 
Bindungsassays bekannt. Bei solchen Bindungsassays werden im all- 
gemeinen Analyten durch ihre spezifische Wechseiwirkung mit Rezeptoren 

20 nachgewiesen. Beispiele fur solche Wechselwirkungen sind Protein/Protein- 
Wechselwirkungen, die beispielsweise wahrend der Genexpression auf- 
treten, Enzym/Substrat- oder Enzym/Effektor-Wechselwirkungen, die im 
Stoffwechsel auftreten, oder Protein/DNA- oder Protein/RNA-Wechselwir- 
kungen wahrend der Genexpression. Ein systematisches Verstandnis dieser 

25 molekularen Wechselwirkungen ist eine Grundvoraussetzung fur das 
Verstandnis aller biologischen Vorgange sowohl in normalen als auch in 
erkrankten Zellen. 

Weiterhin konnen mit Bindungsassays auch Nukleinsauren nachgewiesen 
30 werden. DNA/DNA-Wechselwirkungen spielen eine Hauptrolle in der 
Molekularbiologie, insbesondere bei der Identifizierung von Genen und bei 
Strategien zur Kartierung von DMA, beim Nachweis und der Quantifizierung . 
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der Genexpression sowie bei der molekularen Diagnose oder Therapie von 
Erkrankungen. In Frage konnmen selbstverstandlich auch DNA/RNA- und 
RNA/RNA-Wechselwirkungen. 

5 Aufgrund der groSen Anzahl von Genen, Proteinen, chemischen Effektoren 
Oder RNA-Aptameren erfordert ein Verstehen oder Eingreifen in bioche- 
mische Prozesse haufig die Erkennung, Quantifizierung oder Klassifizierung 
einer Vielzahl von molekularen Wechseiwirkungen oder die Identifizierung 
von wirksamen Wechselwirkungspartnern aus einer groSen Anzahl von 
10 moglichen Kombinationen. Das Screening und Analysieren einer grofSen 
Anzahl von molekularen Wechseiwirkungen ist bei den im Stand der Technik 
bekannten Verfahren jedoch haufig begrenzt. 

MeBproben sollen oftmals auf eine Vielzahl von Analyten hin untersucht 
15 werden. Dabei ergibt sich das Problem, daS bei der Auswertung groBe 
Datenmengen anfallen. Um in der Praxis erfolgreich zu bestehen, muB die 
Auswertung jedoch in vertretbarer Zeit moglich sein. Bekannte Analysesy- 
steme haben sich hier als nur bedingt zufriedenstellend erwiesen. 

20 Aus einem Artikel "Metal Nano Clusters as Transducers for Bioaffinity 
Interactions" von Thomas Schalkhammer in Monatshefte fur Chemie 000, 1 - 
26, Springer-Verlag 1998, Seiten 1-26, ist ein Sensoraufbau fur bioreko- 
gnitive Bindungsvorgange und katalytisch-enzymatische Prozesse bekannt, 
bei dem auf einem Polycarbonat-Substrat eine Spiegelschicht aus Silber und 

25 daruber eine Abstandsschicht aus einem Polymermaterial angeordnet sind. 
Die Abstandsschicht dient ihrerseits als Trager fCir die darauf immobilisi erten 
Binder. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe von Metall-Clustern, mit denen die 
nachzuweisenden Analyten markiert werden und die in elektromagnetische 
Wechselwirkung mit der metallischen Spiegelschicht treten. In Sensorberei- 

30 chen starker Uberdeckung mit gebundenen Metall-CIustern wird Licht, das 
von der dem Polycarbonat-Substrat abgewandten Seite der Spiegelschicht 
her eingestrahit wird, starker absorbiert als in uberdeckungsfreien oder 
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schwacher uberdeckten Sensorbereichen, was die optische Auslesung des 
Sensors uber Absorptionsmessungen ermoglicht. 

Fur die Funktion dieses bekannten Sensors ist die Dicke der Abstands- 
5 schicht ein entscheidender Parameter. Diese mu(S in einem vorgegebenen 
Bereich gewahit werden, der von der Wellenlange des bei der spateren 
Auswertung eingestrahlten Lichts abhangt. Es mulS insbesondere sicherge- 
stellt sein, daS die Abstandsschicht auf ihrer gesamten Ausdehnung eine 
gleichmaBige Dicke besitzt. Hierfur ist ein hoher herstellungstechnischer 
10 Aufwand zu betreiben. 

In dem'angesprochenen Artikel werden fur die optische Auswertung dieses 
Sensors schon Lesegerate vorgeschlagen, die es eriauben, auch grofSere 
Datenmengen zu bewaltigen, unter anderem CD-ROM-Lesegerate. 

15 

Aufgabe der Erfindung ist oS; ein e n W e g sufzuzoigcn, wio mit gcringem 
Aufwand, nicht nur was die datentechnische Auswertung anbelaogfT 
sondern auch was die Bereitstellung des Sensors anbeiangt, eine lyLef^probe 
auf eine groBe Fulle von Anaiyten hin untersucht werden kapfu 

Bei der Losung dieser Aufgabe geht die Erfindung nacKeinem ersten Aspekt 
von einem Verfahren zum Nachweis von Anary:t^ in einer MefSprobe aus, 
bei dem auf einem scheibenformigen Su^sffat auf einer seiner Flachseiten 
analytspezifische Binder in einer Vielz^l von Nachweisfeldern immobilisiert 
5 werden, sodann die MeSprobe hrl^ontakt mitden Nachweisfeldern gebracht 
wird und anschlieSend da^^orhandensein oder/und die Menge der nach- 
zuweisenden Analyteo/durch optische Auswertung der Nachweisfelder er- 
mittelt wird. 

) Erfindung^emaS ist hierbei vorgesehen, daB ein aus einem optisch 
trar>srparenten Material gefertigtes Substrat verwendet wird, da(S die 
^j^achwei s ^ ^^ Inng s-nntntienstens einer bpiratt inie od^r/und eiwei Vielzct iri — 
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Aus WO96/09548 ist ein kreisscheibenfc3rmiger MeStrager bekannt, auf 
dessen Oberflache ein analytspezifischer Binder immobilisiert ist. Eingebaut in 
den MefStrager ist eine Reflexionsschicht; im ubrigen besteht er aus einem 
optisch transparenten Material. Zum Nachweis von an den Bindern anhaften- 
den Analyten dient ein optisches Lesegerat, welches mit einem Laserstrahl die 
mit den Bindern versehene Oberflache des MeBtragers spiralformig abtastet. 

Aus W098/1 2559 ist ebenfalls ein kreisscheibenfornniger MeStrager bekannt, 
auf dessen Oberflache analytspezifische Binder in einer Vielzahl von Nach- 
weisfeldern immobilisiert sind, welche langs Kreis- Oder Spiralspuren verteilt 
sind. Die Nachweisfelder sind auf einer Substratschicht des MefStragers 
angeordnet, auf dessen gegenuberliegender Seite sich eine Reflexionsschicht 
befindet. Zum Auslesen der Nachweisfelder dient wiederum ein Laserstrahl, 
der wie bei einem CD-ROM-Laufwerk die die Nachweisfelder tragende Seite 
des MelStragers abtastet. 

Aus W098/01533 ist es zudem bekannt, in Nachweisfeldem auf einem 
kreisscheibenformigen MeEtrager befindliche Bindemolekule mit magnetischen 
Markern zu markieren und die Nachweisfelder mittels eines magnetischen 
Leseverfahrens auszuwerten. 
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Sensors uber Absorptionsmessungen ermoglicht. 
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Fur die Funktion dieses bekannten Sensors ist die Dicke^der Abstands- 
schicht ein entscheidender Parameter. Diese muB in^^eifiem vorgegebenen 
Bereich gewahit werden, der von der Wellerjlange des bei der spateren 
Auswertung eingestrahlten Lichts abhaijgirrEs muQ> insbesondere sicherge- 
stellt sein, daS die Abstandsschiphfauf ihrer gesamten Ausdehnung eine 
gleichmafSige Dicke besitz^^Mierfur ist ein hoher herstellungstechnischer 
Aufwand 2u betreib^n. 
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In denV^ngesprochenen Artikel werden fur die optische Auswertung dieses 
Sepsors schon Lesegerate vorgeschlagen, die es eriauben, auch groSere 
atenmen g en zu bewoltig e n, un t er andeibi i i CD-nOM-Ltibeytii die-. 

Aufgabe der Erfindung ist es, einen Weg aufzuzeigen, wie mit geringem 
Aufwand, nicht nur was die datentechnische Auswertung anbelangt, 
sondern auch was die Bereitstellung des Sensors anbelangt, eine MeSprobe 
auf eine grofSe Fulle von Analyten hin untersucht werden kann. 



Be+-4er Losung dieser Aufgabe geht - die Erfindung noeh cincm 
^et^Ay/i P — ^ ^ — 

Son o i nom V 



- Veifdliitiii LU\ \ \ NachwciG^on A 



-Erfff 



oroton Aspeh 



Analyton in oincr McSprobe aus^ 
bei dem auf einenn scheibenformfgen Substrat auf einer seiner Flach^eiten 
analytspezifische Binder in einer Vielzahl von Nach weisfeldep^flrimobilisi 
werden, sodann die MefSprobe in Kontakt mit den Nact^WeTsfeldern gebracht 
wird und anschliefSend das Vorhandensein ad^r/und die Menge der nach- 
zuweisenden Analyten durch optiscjj^-'^^swertung der Nachweisfelder er- 
mittelt wird. 



30 Erfindungsgerj>afS^ ist hierbei vorgesehen, daS ein aus einem optisch 
transp^p^ten Material gefertigtes Substrat verwendet wird, daB die 

N^ hweisfelder lang ^ n^ ind^^tpncr oin^r Spirnlttnfn nH pr/nnrj ojppr Vjplya h' 
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k o nsentrischor Kreislinion vertoilt au ^ dom Subctrot ange or dnct weij J i 
daS nach Inkontaktbringung der MeSgrobe^wt^^ 

ein optischerRef[eJslQf^^ tragenden Flachseite des 

SjafegtE ^TfshPjnachbart anggordnet wird ^ 



10 



15 



20 



25 



Bei der Erfindung konnen die Nachweisfelder direkt auf dem Substrat 
ausgebildet werden. Hierbei kann as sich empfehlen, die Substratoberflache 
zunachst chemisch vorzubehandein oder durch Vorbehandlung mit einem 
Sauerstoffplasma eine Oberflachenmodifizierung zu bewirken. Diese 
Modifikation kann das Aufbringen der Binder zur Ausbiidung der analyt- 
spezifischen Nachweisfelder erieichtern. Unterhalb der Binder ist bei der 
Erfindung demnach keine Abstandsschicht mft einer prazise einzuhaltenden 
Dicke auf das Substrat aufzubringen, wie dies bei dem von Schalkhammer 
bekannten Sensor zwingend erforderlich ist. Insofern ergibt sich ein 
reduzierter fertigungstechnischer Aufwand. 

D e r R e i le kto - r wird fur die optische Auswertung des Assays benotigt. 
J<ann von oinor Rofloxionsschicht gebildGt- Jd vcrdcn, die nach AbschluS der 
nnolekularbiologischen Verfahrensschritte auf das Substrat uber den 
Nachweisfeldern aufgebracht vwff. Aufgrund ihres guten Reflexionsver- 
mogens empfehlen sich metallische Werkstoffe. Grundsatzlich sind auch 
andere Materialien denkbar, etwa Dielektrika. Bevorzugt wird die Reflexions- 
schicht aus Aluminium gebildet. Denkbar ist auch Silber als Material fur die 
Reflexionsschicht. Die Reflexionsschicht kann durch chemisches Auf- 
dampfen ausgebildet werden. Moglich ist aber auch, eine vorgefertigte 
reflektierende Folie auf das Substrat aufzukleben. 



Al ternativ . ist es denkbar, dafS dor Roflcktor im Abstand - von dem GubstPe t 
angeordnet wird, er also nicht direkt auf das_Subs*fet-^tIfgebr^^ wird. 
30 Beispielsweise kann dei^sflekt^Jrv^orTd Spiegelpiatte gebildet sein, die 
in einexii-^Aaswertegerat angebracht ist, welches zur Auswertung des 
ACs a y- s > <^ grwgndet wird . — . 



GEAENDERTES BLATT 



23-03-2001 



EP 000000876 



- 5 - 

Die optische Transparenz des Substrats macht es zusammen mit dejprf auf 
der substratfernen Seite der Nachweisfelder angeordneten ficflQlcto r 
moglich, zur optischen Auswertung dieses erfindungsgemaBen molekular- 
biologischen Sensors auf die Hardware handelsublicher CD-Lesegerate 
5 zuruckzugreifen. Insbesondere bei spiraliger Anordnung der Nachweisfelder 
■ ynd boi Aucbildung des R e fl e ktore ale direkt 3uf das Gubati ' at duryfa!bi acl ' tlb ! 
Refley;ioi i i jJ L.l l iLht konnen solche handelsublichen CD-Lesegerate mit 
vergleichsweise geringem Aufwand so modifiziert werden, daS aus dem 
ruckkehrenden Licht des die Nachweisfelder abtastenden Laserstrahls die 

10 gewunschten Informationen herausgefiltert werden konnen. Denkbar ist es, 
dal3 hierzu lediglich Software-Modifikationen erforderlich sind. Selbst bei 
kreisformiger Anordnung der Nachweisfelder ist die Technik solcher CD- 
Lesegerate grundsatzlich anwendbar, sofern die konstruktiven und 
softwaremalSigen Voraussetzungenfur einen Sprung des die Nachweisfelder 

15 abtastenden Laserstrahls von Kreislinie zu Kreislinie geschaffen werden. 

Besonders eignet sich ein CD-ROM-Lesegerat, das bei Einbettung in eine 
Connputerarchitektur dem Anwender die Moglichkeit gibt, die Auswerte- 
Software selbst zu definieren. 

20 

Die Auswertung der Nachweisfelder kann abhangig vom gewahlten Aus- 
wertealgorithmus quantitative wie auch qualitative Aussagen liefern. Mittels 
geeigneter Marker konnen die optischen Eigenschaften, insbesondere das 
Absorptionsverhalten, von Nachweisfeldern, in denen sich Analyten an 

25 Rezeptoren angeheftet haben, von Nachweisfeldern, an deren Rezeptoren 
sich keine Analyten angeheftet haben, unterscheidbargemacht werden. Auf 
diese Weise ist es beispielsweise uber Absorptionsmessungen moglich, 
diejenigen Nachweisfelder zu erkennen, dienach AbschluSder molekularbio- 
logischen Verfahrensschritte Analyten tragen. Dies ware zunachst eine rein 

30 qualitative Aussage. Will man daruber hinaus auch quantitative Aussagen 
treffen, so ist es denkbar, die Nachweisfelder mehrmals abzutasten und eine 
Schwelle, die bei der Auswertung als Entscheidungsgrenze zwischen 
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Vorhandensein und Nichtvorhandensein von Analyten genommen wird, von 
Abtastdurchgang zu Abtastdurchgang schrittweise zu verandern, Auf diese 
Weise konnen auch Aussagen uber die Menge der in den einzelnen 
Nachweisfeldern hangengebliebenen Analyten getroffen warden. 

5 

Wenn der Assay mit einem ggf. geeignet angepafJten CD-ROM-Laufwerk 
ausgelesen wird, ermoglicht ein angeschlossener Computer dem Anwender 
die Weiterverarbeitung der von dem Laufwerk gelieferten Datenmenge, 
wobei er das Ergebnis dieser Weiterverarbeitung auf externen Daten- 

10 speichern abspeichern kann, beispielsweise um Datenbanken uber Patienten 
zu erstellen. Zur Datenspeicherung konnen herkommiiche Standardspeicher, 
etwa Festplatten oder Floppy-Discs, verwendet werden. Mit Computerlnilfe 
ist eine schnelle Auswertung der Datenflut des Laufwerks moglich. Die 
Kapazitat herkommlicher Computer und Speichersysteme ist in der Regei so 

15 ausreichend, daS auch komplexe Genanalysen darauf durchgefuhrt werden 
konnen. 

In der Regel wird es erwunscht sein, scharf definierte Nachweisfelder zu 
erhalten, die zusatzlich sehr klein sein sollen, um eine hinreichende Zahl von 

20 Nachweisfeldern auf der Substratscheibe unterzubringen, die zweckmaSiger- 
weise die GrolSe einer herkommlichen CD (Compact Disc) besitzt. Wenn 
man davon ausgeht, daS der radiale Abstand zweier aufeinanderfolgender 
Spiralwindungen zweckmaSigerweise etwa 1,6 //m betragt, so empfiehit es 
sich, die Binder in Feldern aufzubringen, die radial nicht breiter als 1 pm 

25 sind, damit zwischen bezogen auf die Scheibenachse radial benachbarten 
Nachweisfeldern ein hinreichender Abstand besteht und jedes einzeine 
Nachweisfeld als sotches ortsaufgelost werden kann. Bevorzugt sind die 
Nachweisfelder radial soger schmaler als 1 pm, wobei es zweckmaSig sein 
kann, sie mit einer radialen Breite auszubilden, die im wesentlichen der 

30 Breite der bei herkommlichen CDs eingepragten Datenvertiefungen (so- 
genannte Pits) entspricht, namlich etwa 0,5 pm. Gleichfalls empfiehit es 
sich, entlang der Spirallinie bzw. einer Kreislinie einander benachbarte. 
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Nachweisf elder mit Abstand voneinander anzuordnen, um deren individuelle 
Auflosung durch das Auswertesystem zu ermoglichen. Die Nachweisfelder 
konnen als im wesentlichen quadratische oder kreisformige Flachen 
ausgebildet werden. Denkbar ist auch, sie entsprechend der Gestalt der 
5 Datenpits herkommlicher CDs in Umfangsrichtung, also in Spiral- bzw. 
Kreislinienrichtung, langlich auszubilden, etwa oval oder rechteckig. 

Um die Binder unter den vorstehend skizzierten dimensionellen Randbedin- 
gungen fur die Nachweisfelder auf das Substrat aufzubringen, eignen sich 
10 insbesondereMikroprinttechniken,TintenstrahltechnikenoderEiektrospray- 
techniken. Zum Nachlesen, was Mikroprinttechniken anbeiangt, wird bei- 
spielhaft verwiesen auf: "Microfabrication, Microstructures and iVIicrosy- 
stems" von Dong Qin et al., "Topics In Current Chemistry", Band 194, 
1998, Seite 6ff., Springer-Verlag. Bezuglich Tintenstrahltechniken wird 
15 beispielhaft verwiesen auf: "A new device for multifunctional dosage of 
liquids by a free jet" von N. Hey et al.. Proceedings lEEE-Mems 1998, CH 
36176. Elektrospraytechniken, insbesondere Nanoelektrospraytechniken, 
konnen beispielsweise in "Analytical Properties of the Nanoelectrospray Ion 
Source" von M. Wilm und M. Mann in Analytical Chemistry, Band 68, Nr. 
20 1,1. Januar 1996, Seiten 1-8, sowie in "Electrospray and Taylor-Cone 
theory. Dole's beam of macromolecules at last?" von M. Wilm, M. Mann in 
International Journal of Mass Spectrometry and ion Processes 1 36 (1 994), 
Seiten 1 67-1 80, nachgelesen werden. Diese Techniken ermoglichen es, die 
Nachweisfelder mit hoher Ortsauflosung gezielt mit vorbestimmten Bindern 
25 ZU versehen. Die Binder konnen auf die AuSenoberflache der Substrat- 
scheibe aufgebracht werden. Denkbar ist es auch, in Analogie zu den 
Datenpits h.erkommlicher CDs kleine Vertiefungen in die AuSenoberflache 
des Substrats einzubringen und darin die analytspezifischen Binder zu 
immobilisieren. Falls solche Vertiefungen fur die Binder vorgesehen werden, 
30 wird es zweckma(3ig sein, diese mit einer radialen Breite von etwa 0,5 /jm 
auszubilden, entsprechend der Breite der Datenpits herkommlicher CDs. 
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Um biologische Wechselwirkungen auf molekularer Ebene zu untersuchen, 
kornmen als Analyten insbesondere Nukleinsauren oder/und Proteine in 
Betracht. So kann das erfindungsgemaSe Verfahren verwendet werden, um 
Protein/Protein-Wechselwirkungen, wie sie beispielsweise wahrend der 
5 Genexpression oder ais Zellsignale auftreten, Enzym/Substrat- oder 
Enzym/Effekt-Wechselwirkungen wahrend des Stoffwechsels oder 
Protein/DNA- oder Protein/RNA-Wechselwirkungen wahrend der Gen- 
expression nachzuweisen. 

Durch geeignete Wahl der Binder in den Nachweisfeldern konnen auch 
DNA/DNA-Wechselwirkungen nachgewiesen werden, wie es insbesondere 
zur Genidentifizierung und zur Kartierung von Genen, beim Untersuchen und 
Quantifizieren der Genexpression sowie bei der molekularen Diagnose 
und/oder Therapie von Erkrankungen von Bedeutung ist. 

Molekulare Wechselwirkungen und Enzymaktivitaten konnen durch die 
Bindung von RNA-Aptameren oder kleinen chemischen Verbindungen an 
Makromolekule beeinflufSt werden. Naturliche und synthetische Effek- 
tornnolekule erlauben es deshalb haufig, biochemische Verfahren durch 
Modulation von oder Eingreifen in makromolekulare Wechselwirkungen zu 
manipulieren. 

Bevorzugt handelt es sich bei dem Substratmaterial um ein nicht poroses 
Material. Die Verwendung eines nicht porosen Tragers ermoglicht das 
25 definierte Aufbringen auch kleiner Nachweisfelder, so dalS eine Miniaturisie- 
rung des Testformats bzw. das Aufbringen einer Vielzahl von Nachweisfel- 
dern moglich ist. Geeignete Materialien fur das scheibenformige Substrat 
sind z. B. Kunststoffe und Glas, Fur CD-ROM-Laufwerksapplikationen 
handelt es sich bevorzugt um ein fokussierendes Material, insbesondere um 
30 Polycarbonat. 



15 
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Die immobilisierung der Binder an den Nachweisfeldern kann nach an sich 
bekannten Verfahren durchgefuhrt warden. Die Immobiiisierungsstrategie 
hangt von der Art des zu innnnobilisierenden Molekuls und des jeweiligen 
Substrats ab. Im aligemeinen konnen Binder direkt an eine Matrix uber eine 
5 chemische Reaktion gebunden werden, belspielsweise uber eine spezielle 
Aminosaure in einem Protein (insbesondere Cystein oder Lysin) oder uber 
das Phosphatgrundgerust einer DNA. Die Immobilisierung kann auch mit 
bifunktionelien chemischen Quervernetzern oder uber eine spezifische 
hochaffine Wechselwirkung, wie etwa die Biotin/Streptavidin-Wechselwir- 
10 kung durchgefuhrt werden. Die analytspezifischen Binder konnen auf der 
Oberflache auch adsorbiert werden, wobei eine kovalente Bindung jedoch 
bevorzugt ist. Als Binder werden auf die Oberflache des Substrats 
Substanzen oder/und Molekule aufgebracht, die in der Lage sind, den 
gewunschten Analyten spezifisch, insbesondere mit hoher Affinitat, zu 
15 binden. 

Nach Inkontaktbringen der MeSprobe mit den Nachweisfeldern wird das 
Vorhandensein oder/und die Menge der nachzuweisenden Analyten durch 
optische Auswertung der Nachweisfelder ermittelt. Hier konnen alle dem 

20 Fachmann bekannten Methoden herangezogen werden. Ein ubiiches 
Verfahren, um molekulare Wechselwirkungen zu analysieren, besteht aus 
mehreren Schritten: Ein erster Wechselwirkungspartner, z. B. ein analyt- 
spezifischer Binder oder Rezeptor, wird mit einem festen Trager kovalent 
oder adsorptiv verknupft. Beim Inkontaktbringen der MeBprobe mit den 

25 Nachweisfeldern kann ein zweiter Wechselwirkungspartner, z. B. der 
Analyt, mit dem Rezeptor wechselwirken. AnschlieGend wird das Vorhan- 
densein des Analyten (oder das Nichtvorhandensein in kompetitiven 
Testformaten) an der Stelle, an der der Rezeptor immobilisiert ist, nach- 
gewiesen. Die Wechselwirkung zwischen den zwei Bindepartnern wird 

30 bevorzugt unter Bedingungen durchgefuhrt, bei denen beide Reaktanten in 
einer nativen, aktiven Konfiguration vorliegen, bevorzugt in einer flussigen 
Reaktion. Besonders bevorzugt wird das Inkontaktbringen unter einem 
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annahernd physiologischen pH-Wert und bei ionischen Bedingungen 
durchgefuhrt. 

Der Nachweis erfolgt beim erfindungsgemaRen Verfahren durch Detektion 
5 einer Anderung der optischen Eigenschaften der Nachweisfelder. Die 
optische Anderung der Nachweisfelder kann z. B. durch Isotope, Enzyme, 
Fluorochrome, Farbstoffe, Metallkolloide, Beads oder ahnliches herbei- 
gefuhrt werden, die als Markersystem dienen. Zum Nachweis wird einer der 
Wechselwirkungspartner, d. h. der Rezeptor oder der Analyt, direkt oder 
10 indirekt markiert. Bevorzugt werden zur Detektion Proteine oder Nu- 
kleinsauren mit einer Biotineinheit derivatisiert, wonach eine Erkennung 
durch Streptavidinkonjugate moglich ist. 

Bevorzugt resultiert das Nachweisverfahren in der Prazipitation eines 
Farbstoffs oder der Lokaiisierung eines Fiuorochroms an der Stelle der 
molekularen Wechselwirkung oder in der Anlagerung von Metall-Clustern 
mit starker elektromagnetischer Wechselwirkung. Latex-Beads oder 
Kunststoff-Beads konnen ebenfalis angebunden werden. Sie bewirken 
aufgrund ihres Brechungsverhaltens und ihrer gekrummten (spharischen) 
Oberflache eine Streuung des einf allenden Ausleselichts, die als Intensitats- 
minderung detektierbar ist. Bei geeigneter Dimensionierung der Beads 
konnen Effekte der destruktiven Interferenz erzielt werden. 

Die wechselwirkenden Molekule, also der Rezeptor und der Anaiyt, konnen 
entweder direkt uber ihre spezifischen Bindesteilen nachgewiesen werden 
oder indirekt, Indem sie mit einem Marker versehen werden, der eine 
bekannte spezifische Bindestelle enthalt. Beispiele fur solche Marker sind 
Epitope, fur die monoklonale Antikorper bekannt sind, oder eine Biotingrup- 
pe, die mit Streptavidin bindefahig ist. Daneben ist auch das direkte 
spezifische Binden eines Antikorpers an den Analyten moglich. Antikorper 
und Streptavidin werden bevorzugt mit einem Enzym konjugiert, um eine 
Auswertung der Nachweisfelder zu ermoglichen, Beispiele fur bevorzugte 
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Enzyme sind Meerrettichperoxidase, alkalische Phosphatase und ;ff-Galak- 
tosidase. Bei Zugabe geeigneter Substrate lauft eine enzymatische 
chromogene Reaktion ab, wobei gefarbte Produkte entstehen, die an den 
Often prazipitieren, an denen die Enzyme gebunden sind und somit das 
5 Vorhandensein des Analyten anzeigen. Geeignete Substrate der obigen 
Enzyme, die eine optische Auswertung ermoglichen, sind fur Meerrettich- 
peroxidase beispielsweise Diaminobenzidin (DAB), welches ein in Wasser 
und Ethanol unlosliches braunes Produkt ergibt, DAB + Metall, welches in 
Gegenwart von Kobalt oder Nickel ein graues bis schwarzes unlosliches 
10 Produkt ergibt, Chiornaphtol, das eine blau-schwarze, wasserlosliche 
Farbung ergibt, Aminoethylcarbazol, das ein- rotes, wasserunlosliches 
Produkt ergibt. Bevorzugte Substrate fur alkalische Phosphatase sind 
Naphthol-AS-BI-Phosphat/New-Fuchsin, was ein rotes, unlosliches Produkt 
ergibt, Bromchlorindolyiphosphat/Nitrotetrazolium, was ein schwarz- 
15 violettes Prazipitat ergibt, und fur yS-Galaktosidase Bromchlorindoiyl-b-D- 
Galaktpyranosit (BCIQ), was ein unlosliches blaues Produkt ergibt. Der 
Nachweis der Analyten kann hier leicht durch optische Detektion des 
gefarbten Bereichs erfolgen. 

0 Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis der Wechselwirkungsstellen ist die 
Anfarbetechnik mit Goldkolloiden, wobei auch andere Typen von Metall- 
ciustem bzw. -Beads verwendet werden konnen. Hier sind insbesondere 
Silfaerteiichen vorteilhaft, die die Sensitivitat eines optischen Nachweis- 
systems aufgrund nichtlinearer optischer Eff ekte nahe einer Metalloberf lache 

5 der Reflexionsschicht erhohen konnen. Weiterhin bevorzugt ist die 
Verwendung von Farbstoffen als Marker, insbesondere von gefarbten 
Latexpartikeln. Es konnen auch Glas-Beads aus Siliziumoxid verwendet 
werden, die mit einem Farfastoff in hoher Konzentration gefullt sind, 

Neben der Messung der Absorption ist bei Wahl geeigneter Marker, 
beispielsweise fluoreszierender Stoffe, auch eine Messung der Fluoreszenz 
moglich, wobei hier die Detektionswellenlange eine andere als die einge- 
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strahlte Wellenlange ist. Sofern marktgangige CD-Laufwerke, insbesondere 
CD-ROM-Laufwerke, bei der Auswertung herangezogen werden sollen, 
konnen im Fall von Fiuoreszenzmessungen konstruktive Laufwerksmodifika- 
tionen neben einer entsprechenden Anpassung der Software erforderlich 
5 sein. Insbesondere kann es notwendig sein, einen speziell auf die FIuo- 
reszenzwellenlange abgestimmten Detektor einzubauen. 

Die Erfindung ermoglicht es, auf der die Nachweisfelder tragenden 
Flachseite des Substrats zusatzliche Informationen einzuschreiben, die 
10 zeitgleich mit den Nachweisfeldern ausgelesen und ausgewertet werden 
konnen. DemgemaS wird vorgeschlagen, daS auf der die Nachweisfelder 
tragenden Flachseite des Substrats entlang der Spirallinie bzw. mindestens 
einer Kreislinie zusatzlich Datenfelder ausgebildet werden, welche mefS- 
probenbezogene oder/und nachweisfeldbezogene oder/und auswertungs- 
15 bezogene Informationen enthalten. Bei den meSprobenbezogenen Informa- 
tionen kann es sich beispielsweise um Informationen uber Ort und Zeit der 
Gewinnung der MeSprobe, uber die Art der MefSprobe oder uber die Person 
handein, der die MefSprobe entnommen wurde. Die nachweisfeldbezogenen 
Informationen konnen molekularbiologische oder biochemische Angaben 

20 uber die Nachweisfelder enthalten, insbesondere uber den Bindertyp der 
einzelnen Nachweisfelder. Die auswertungsbezogenen Informationen konnen 
Angaben uber das zum Nachweis der Analyten angewendete Detektions- 
prinzip, etwa enzymatische Detektion, Detektion uber Farbstoffe, Detektion 
uber Metall-Cluster oder dergleichen, enthalten. Ferner konnen sie Angaben 

25 daruber enthalten, welches physikalische Abtastprinzip ein Lesegerat 
anwenden soli, etwa eine Absorptionsmessung oder eine Fluoreszenzmes- 
sung. Zudem konnen die auswertungsbezogenen Informationen dem 
Lesegerat Lege und Ort der Nachweisfelder auf dem Substrat angeben und 
ihm damit signalisieren, wann das Lesegerat von einer Software zum Lesen 

30 der Datenfelder auf eine Software zum Lesen der Nachweisfelder um- 
schalten soil. Insbesondere ist denkbar, daS die auswertungsbezogenen 
Informationen schon zumindest Teile einer Auswerte-Software enthalten, die 
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vom Lesegerat bei der Auswertung der Nachweisfelder abgearbeitet wird. 
Auf diese Weise kann der Anwender von muhsamen Programmierungsauf- 
gaben zur Softwareanpassung seines Connputerarbeitsplatzes entlastet 
werden. Die vollstandige Auswerte-Software kann bereits herstellerseitig, 
5 soweit geeignete Software-Standards existieren, in den Sensor einge- 
schrieben werden. 

Grundsatzlich ist es denkbar, die Nachweisfelder und die Datenfelder langs 
der Spirallinie getrennt anzuordnen. Es kann aber zweckmaSig sein, 

10 Nachweisfelder und Datenfelder abwechseind entlang der Spirallinie 
anzuordnen, beispielsweise in der Weise, daSeinem einzelnen Nachweisfeld 
Oder einer Gruppe von Nachweisfeldern ein Datenfeld zugeordnet wird, das 
dem Nachweisfeld bzw. der Gruppe von Nachweisfeldern langs der 
Spirallinie vorhergeht und dem Auswertesystem Informationen uber dieses 

15 Nachweisfeld bzw. diese Gruppe von Nachweisfeldern liefert. 

Sofern die Nachweisfelder langs konzentrischer Kreislinien angeordnet 
werden, konnen Nachweisfelder und Datenfelder ebenfalls abwechseind 
entlang mindestens einer Kreislinie angeordnet werden. Denkbar ist aber 
20 auch, dais Nachweisfelder und Datenfelder jeweils auf gesonderten 
Kreislinien ausgebildet werden. 

Die Datenfelder sollen zweckmaSigerweise von der gleichen Seite der 
Substratscheibe her ausgelesen werden konnen wie die Nachweisfelder. 

25 Dabei besteht eine Moglichkeit darin, zur Bildung der Datenfelder Ver- 
tiefungen in die Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats 
einzubringen, wobei . dor Rcflokto r so angebracht wird, daS -er in die 
Vertiefung hineinreicht. ZweckmaSigerweise erfolgen die Codierung der 
Daten und die Anordnung der Vertiefungen nach MafSgabe eines gangigen 

30 CD-Formats, insbesondere des CD-ROM-Formats, so daS die Datenfelder 
mittels herkommlicher CD-Laufwerke ohne Softwaremodifikationen gelesen 
werden konnen. 
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Es ist sogar denkbar, zur Bildung der Datenfelder auf Vertiefungen zu 
verzichten. Durch Anbindung von optisch absorbierenden oder streuenden 
Substanzen an das Substrat kann ebenfalls EinflufS auf die Reflexion des zur 
Auslesung auf die Nachweis- und Datenfelder gerichteten Lichtstrahls 
5 genommen werden. So ist es denkbar, bei geeigneter Wahl von Metal!- oder 
Kunststoff-Beads ahnliche Effekte destruktiver Interferenz zu erzielen, wie 
sie auch dutch Vertiefungen in der Substratoberflache erreicht werden. Es 
kann daher vorgesehen sein, daS zur Bildung der Datenfelder eine ein- 
fallendes Leselicht beeinflussende Substanz auf die die Nachweisfelder 
10 tragende Flachseite des Substrats aufgebracht wird. 

Weil boi A tt obildung doc Rofloktoro olo auf das Substrat Qufgebrachld - 
Reflexionsschicht df o lotntorc erst nach AbschluS samtlicher molekularbiolo- 
gischer oder biochennischer Analyseschritte aufgebracht wird, sind Vorher- 
T5 Nachher-Messungen der Nachweisfelder nicht moglich, also Messungen vor 
und nach Inkontaktbringung der MeSprobe mit den Nachweisfeldern. Um 
dennoch aus den MeSsignalen verlaBIiche Aussagen daruber zu gewinnen, 
ob und welche Nachweisfelder mit Analyten besetzt sind, kann es 
vorteilhaft sein, auf der die Nachweisfelder tragenden Flachseite des 

20 Substrats entlang der Spirallinie bzw. mindestens einer Kreislinie zusatzlich 
mindestens ein Referenzfeld auszubilden, dessen optische Eigenschaften als 
Referenz bei der Auswertung der Nachweisfelder verwendet werden, 
Beispielsweise konnen diese Referenzfelder einen bekannten, fur analytfreie 
Nachweisfelder typischen Referenzabsorptionsgrad fur das Licht des 

25 abtastenden Lichtstrahls besitzen, der von einem Absorptionsgrad 
unterscheidbar ist, den analytbehaftete Nachweisfelder typischerweise 
besitzen. Daneben konnen auch Referenzfelder ausgebiidet sein, die den 
Analyten oder/und Marker enthalten und die bei korrekter Durchfuhrung des 
Verfahrens als positive Kontroile dienen. Die Referenzfelder konnen zudem 

30 zur Kalibrierung und zur • Quantifizierung der Messungen herangezogen 
werden. 
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Im Bereich der Nachweisfelder kann sich eine verminderte Haftung der 
Reflexionsschicht einstellen, wenn diese unmittelbar auf die darunter- 
liegende molekularbiologische oder biochemische Ebene aufgebracht wird. 
In diesem Fall kann es gunstig sein, nach Inkontaktbringung der MeSprobe 
5 mit den Nachweisfeldern zunachst eine Deckschicht aus einem optisch 
transparenten Material auf die Nachweisfelder aufzubringen, bevor die 
Reflexionsschicht aufgebracht wird. Die Deckschicht kann auch zur 
Fixierung der Reagenzien in den Nachweisfeldern dienen. Das Material und 
die Dicke der Deckschicht wird man so aufeinander abstimmen, dalS eine 
10 Beeinflussung der optischen Eigenschaften des Sensors durch die Deck- 
schicht, etwa durch Fokussierungs- oder Absorptionseffekte, nicht oder 
zumindest in beherrschbarer Weise erfolgt. Ein Material auf Polymerbasis 
hat sich fur die Deckschicht als geeignet gezeigt. Sie kann z. B. als Folie 
Oder mittels eines Spruhverfahrens aufgebracht werden. Sofern der Sensor 
1 5 auch Vertief ungen in Datenfeldern auf weist, wird man sichersteilen mussen, 
dais die Vertiefungen nicht durch das Material der Deckschicht wieder 
aufgef ullt werden, um einen Verlust der durch die Vertiefungen reprasentier- 
ten Dateninformationen zu vermeiden. Spruhverfahren sind zur lokaien 
Aufbringung der Deckschicht denkbar. Vorstellbar ist es auch, die Ober- 
10 flache der Substratscheibe gedanklich in Segmente, etwa Kreissektoren, 
aufzuteilen, von denen ein Tell ausschlieBlich fiir Nachweisfelder und ein 
and erer Teil ausschlieSlich fur Datenfelder reserviert wird. Die Segmente mit 
Datenfeldern konnen dann sehr leicht von der Deckschicht freigehalten 
werden. 

5 

Das Substrat mit den darauf immobilisierten Bindern kann als handelbare 
Einheit verpackt und an Anwender verschickt werden. Denkbar ist es, daS 
der Hersteller einen kundenspezifischen Satz von Bindern zusammenstellt 
und auf das Substrat aufbringt. Vorstellbar ist auch, kundenunspezif isch, 
3 aber applikationsspezifisch, beispielsweise fiir bestimmte Genanalysen, 
einen Satz von Bindern auf ein Substrat aufzubringen und dieses als 
vorbereiteten MeStrager anzubieten. Es empfiehit sich, diesen MeStragerzu 
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trocknen, bevor er verpackt und verschickt wird. Die zu untersuchende 
MeSprobe wird dann vom Anwender, also vom Kaufer des MeStragers, 
aufgebracht. Gleiches kann auch fCir markerenthaltende Reagenzien gelten. 
Die Aufbringung der Reflexionsschicht und ggf. der Deckschicht nach 
5 AbschluS des molekularbiologischen bzw. biochemischen Nachweisver- 
fahrens, das auch Waschschritte umfassen kann, kann beim Anwender 
erfolgen, sofern diesem hierfur geeignete Gerate zur Verfugung stehen. 
Denkbar ist auch, dafS der Anwender den analytbehafteten MeStrager zum 
Hersteller oder zu einenn anderen Labor zurucksendet, wo diese Schichten 
10 aufgebracht werden. 

Auf der Reflexionsschicht kann noch eine Schutzschichtflachig aufgebracht 
werden, wobei sich wegen seiner Schlag- und Kratzfestigkeit ein Material 
auf Acrylbasis eignet. Der so geschutzte MefStrager kann uber lange 
15 Zeitraume hinweg aufbewahrt werden und jederzeit wieder ausgelesen 
werden. 

Die Erfindung betrifft ferner einen MeBtrager gum NQoh\j\rpiG von Anolytcn 
in einer M e lSprobo, der Gioh inobcaondaro i i ur Durchfuhrung doo vorstehend 
20 eriauterten Verfahrens oignot. /er///^-^^ is^ , 

Nach einem anderen Aspekt goht dip ErfinduKg 2ur Logung dor c i nQQn g g ^ 
Qp . sfpdtpn AtffQRhp von oinonn Vcrfohrcn zum Naohwoic von Analyte 
einer MeGprobe aus, bei dem auf einem scheibenformigeA-SljSstrat auf 

25 mindestens einer seiner Flachseiten analytspez[fispi:^e^[nderin einer Vielzahl 
von Nachweisfeldern immobilisiert werd^iTT'sodann die MeSprobe in Kontakt 
mit den Nachweisfeldern gebr^j^hfwird und anschliefSend das Vorhanden- 
sein oder/und die Meng^.d€r nachzuweisenden Analyten durch Auswertung 
der Nachweisfel^lefermitteit wird. ErfindungsgemaS ist hierbei vorgesehen, 

30 dais die N^jefrweisf elder magnetisch ausgewertet werden und hierzu Binder 
oder>d1e nachzuweisenden Analyten mft magnetischen oder/und magneti- 
si^f baren Markorn morkiort werden und dafS di e NachwoiGfcldcr langs eine r . 
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V^ ^ olIIah l — k - onzentri . snhf= i r Krfiislinifln — odor/und — l angc — mindp^t Pn^ nn er 
■ Sp i rallinio vortoilt ouf dom Subctrat angoordnet werden ^ 

Die kreis-oder spiralformige Verteilung derNachweisfelder auf dem Substrat 
5 ermoglicht die Verwendung marktgangiger Magnetplatten-Lesegerate, 
sogenannter Hard-Disc-Laufwerke. Gegebenenfalls wird eine softwarema- 
Sige Adaption der Laufwerkssteuerung notwendig sein. Die magnetische 
Auslesung der Nachweisfelder ermoglich es sogar, auf beiden Flachseiten 
des Substrats Nachweisfelder auszubilden, so daS sich die Packungsdichte 
10 der Sensoren mit Nachweisfeldern weiter erhohen laSt. Hinsichtlich der 
gegenseitigen Abstande, der GroSe und der Anordnung der Nachweisfelder 
sowie etwaiger Daten- und Referenzfelder auf dem Substrat treffen im 
wesentlichen die Angaben zu, die zuvor fur den optisch auslesbaren Sensor 
gemacht wurden. 

15 

Urn zu verhindern, daf?^ die Marker durch Kontakt mit einem Lesekopf des 
Auswertegerats vom Substrat weggerissen warden, kann nach Inkontakt- 
bringung der IVleSprobe mit den Nachweisfeldern eine Fixierschicht auf die 
Nachweisfelder aufgebracht werden, Diese wird man zweckmafJigerweise 
20 flachig auf jede Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats auf- 
bringen. Fur die Fixierschicht hat sich ein Material auf Polymerbasis ais 
geeignet erwiesen. 

D a ruber hinauc konn Vcr der Ausbildung der Nachweisfelder oder nach 
25 Inkontaktbringung der MefSprobe mitden Nachweisfeldern^eine magnetische 

oder/und magnetisierbare Partikel enthaltende Magnetschicht flachig -atrf ^^"^^ 
jede Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats aufgebracht v/ord&n. 
Die Magnetschicht ermoglicht es, zusatzlich Daten in den Sensor ein- 
zuschreiben, die zusammen mit den Nachweisfeldern ausgelesen werden 
30 konnen. Die magnetischen Eigenschaften der Magnetschicht wird man so 
wahlen, daB die durch die Marker hervorgerufenen lokalen Schwankungen 
der magnetischen Feldstarke oder der magnetischen FluRdichte nichtinfolge , 
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der Magnetschicht "verschwimmen" und undetektierbar werden. Zwar ist 
es grundsatzlich denkbar, daS die Magnetschicht unterhalb der molekular- 
biologischen oder biochemischen Schicht des Sensors unmittelbar auf das 
Substrat aufgebracht wird. ZweckmaSig ist es jedoch, sie erst nach 
AbschluB der molekularbiologischen Oder biochennischenVerfahrensschritte 
aufzubringen, da sie so zugleich ais Fixierschicht dienen kann. 

Die -E rfindun g. botrifft f o rne r Testkit zur Durchfuhrung des Verfahrens 
nach dem vorstehend beschriebenen ersten oder zweiten Aspekt>^-Onn 
Toctkit umfaSt - dobgr f einen mit immobiiisierten Bindern vorbereiteten 
MeStrager, Reagenzien zur Durchfuhrung des Nachweisverfahrens, 
insbesondere optisch oder/und magnetisch detektierbare Nachweisreagen- 
zien, sowie ggf. Wasch- oder/und Pufferlosungen. Der IVIeBtrager liegt 
bevorzugt in getrockneter Form vor. 

SchiielSIich betrifft die Erfindung die Verwendung eines MeBtragers der 
vorstehend beschriebenen Art in einem Immunoassay oder/und Nukleinsau- 
rehybridisierungsassay oder/und Lektin-Zucker-Assay oder/und Protein- 
Nukleinsaure- Assay. 

Die Erfindung wird im folgenden anhand der beigefugten Zeichnungen naher 
eriautert. Es stellen dar: 

1 eine schematische Schnittdarstellung eines erfindungsgemaSen 

molekularbiologischen oder biochemischen Sensors ("Biosen- 
sor") mit Nachweis- und Datenfeldern und 
Fig. 2 schematisch die Verteilung der Nachweis- und Datenfelder auf 

dem Biosensor. 

In Fig. 1 , die die realen GroBenverhaltnisse nicht getreu wiedergibt, ist der 
Biosensor allgemein mit 1 bezeichnet. Er besitzt die Form einer Kreisscheibe. 
Seine GroSe entspricht zweckmafSigerweise der einer herkommlichen 
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Compact Disc, deren Durchmesser ubiicherweise etwa 1 2 cm betragt. Der 
Biosensor 1 umfaSt ein Tragersubstrat 3, das aus einem optisch trans- 
parenten Material, vorzugsweise Polycarbonat, gefertigt ist. Auf der in Fig. 
1 oberen Flachseite des Substrats 3 sind Nachweisfelder 5, 7 sowie 
5 Datenfelder 9 ausgebildet. In den Datenfeldern 9 sind Informationen iiber 
die MeSprobe oder/und uber die Nachweisfelder oder/und uber die 
Auswertung niedergelegt. Wie bei herkommlichen CDs sind die Informatio- 
nen in den Datenfeldern 9 durch abwechselnde vertiefte Bereiche 1 1 und 
nicht vertiefte Bereiche 13 des Substrats 3 reprasentiert. 

10 

In den Nachweisfeldern 5, 7 sind analytspezifische Binder bzw. Rezeptoren 
immobilisiert, Diese Binder sind in Fig. 1 schematisch durch kurze Striche 
1 5 symbolisiert. Jedes Nachweisfeld 5, 7 tragt eine Vielzahl von Bindern 1 5 
gleichen oder unterschiedlichen Typs. Das Nachweisfeld 7 reprasentiert in 

15 Fig. 1 ein Nachweisfeld, an dem nach Inkontaktbringung der MeBprobe mit 
den Nachweisfeldern 5, 7 keine Analyten haftengeblieben sind. Dagegen 
reprasentiert das Nachweisfeld 5 ein Nachweisfeld, an dem Analyten 
haftengeblieben sind. Diese Analyten sind in Fig. 1 schematisch durch 
kleine Kreise 1 7 dargestellt, die zugleich die Marker symbolisieren, anhand 

20 deren die optische Detektion des Vorhandenseins der Analyten moglich ist, 

Die Nachweisfelder 5, 7 sind in eine Deckschicht 1 9 eingebettet, die nur in 
den die Nachweisfelder 5, 7 tragenden Bereichen des Substrats 3 aufge- 
bracht ist, nicht jedoch in den die Datenfelder 9 tragenden Bereichen des 

25 Substrats 3. Die Deckschicht 19 besteht ebenfalls aus einem optisch 
transparenten Material, vorzugsweise einem Polymermaterial. Sie fixiert die 
Marker auf dem Substrat 3 und dient zugleich als Haftvermittler zwischen 
dem Substrat 3 und einer Reflexionsschicht 21 , die flachig auf das Substrat 
3 aufgebracht ist, uber samtliche Nachweisfelder 5, 7 und samtliche 

30 Datenfelder 9 hinwegreicht und in die Vertiefungen 1 1 der Datenfelder 9 
hineinreicht. Die Reflexionsschicht 21 bestehtvorzugsweise aus Aluminium, 
kann aber beispielsweise auch aus Silber bestehen und wird zweckmafSiger- 
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weise durch chemisches Aufdampfen erzeugt. Die Reflexionsschicht 21 
dient als Reflektor fur das Licht eines Laserstrahls 23, der von der 
Unterseite des Substrats 3 her zur Auslesung der Nachweisfelder 5, 7 und 
der Datenfelder 9 auf den Biosensor 1 gerichtet wird. Das reflektierte Licht 
5 wird mittels gangiger Methoden ausgewertet. Beispielsweise wird es mitteis 
eines Polarisationsfilters von dem eingestrahiten Licht getrennt und sodann 
auf seine Intensitat hin ausgewertet. Das Material des Substrats 3 hat 
vorteilhafterweise einen solchen Brechungsindex, dafS der Laserstrahl 23 auf 
seinem Hinweg im Substrat 3 fokussiert wird, so daft der letztlich auf die 
10 Nachweisfelder 5, 7 und die Datenfefder 9 einfallende Lichtfleck sehr klein 
gehaiten werden kann. 



Zur Oberseite hin ist der Biosensor 1 durch eine flachig aufgebrachte 
Deckschicht 25 abgeschlossen, die den Biosensor 1 vor schadiichen 
15 chennischen oder mechanischen Einflussen schutzt. Vorzugsweise besteht 
sie aus einem AcrylmateriaL 

Die Nachweisfelder 5, 7 und die Datenfelder 9 sind in abwechselnder 
Reihenfolge langs einer Spirallinie auf dem Substrat 3 angeordnet- Fig, 2 
20 zeigt einen Ausschnitt zweier aufeinanderfolgender Windungen der 
Spirallinie. Letztere ist in Fig. 2 als gestrichelte Linie dargestellt und mit 27 
bezeichnet. Mit d ist ferner der radiale Abstand zwischen den beiden 
Windungen, also die Spiralsteigung, bezeichnet. Er betragt beispielsweise 
etwa 1,6 jjm. Die Vertiefungen 11, die bei Anwendung der fur CDs, 
25 insbesondere CD-ROMs, gangigen Codierung abgestuft variable Umfangs- 
lange besitzen konnen, sind beispielsweise etwa 0,5 /ym in radialer Richtung 
breit. Um radiale Uberlappungen mit den Nachweis- oder Datenfeldern 
benachbarter Splralwindungen zu vermeiden, sind die Nachweisfelder 5, 7 
ebenfalis radial so schmal ausgebildet, daS ein hinreichender Abstand zu 
30 den Feldern der benachbarten Spiralwindungen besteht. Insbesondere 
konnen die Nachweisfelder 5, 7 gleichfalls etwa 0,5 ^rm breit sein. Bei 
derartiger Bemessung kann ohne weiteres auch das "Ausfransen" in Kauf 
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genommen werden, das bei enzymatischem Nachweis der in den Nachweis- 
feldern 5 anhaftenden Analyten haufig zu beobachten ist. In Umfangs- 
richtung konnen die Nachweisfelder 5, 7 langlich sein, so daB sie mit einer 
hinreichend groSen Gesamtflache ausgebildet werden konnen. Auch in 
5 Umfangrichtung werden die Nachweisfelder 5, 7 hinreichenden Abstand 
voneinander und von den Datenfeldern 9 aufweisen. 



Die vorstehenden MaSangaben empfehlen sich insbesondere, wenn zur 
Auslesung der Daten- und Nachweisfelder CD-Laufwerke mit einem 
10 Fleckdurchmesser des Laserstrahls 23 von etwa 2 pm verwendet werden. 

Nachfolgend werden noch einige molekuiarbiologische oder biochemische 
Anwendungsbeispiele der Erfindung erlautert. 



15 Beispiel 1 

Anwendungen 

Die Anwendungen konnen gemaB der Natur des immobilisierten Bindepart- 
ners (A), des analytspezifischen Binders, und der Natur seines "Liganden", 
d. h. des Analyten (B), klassifiziert werden. Als Wechselwirkungspartner 
20 werden bevorzugt Nukleinsauren und/oder Proteine verwendet, es konnen 
jedoch auch andere Partner von spezifischen Bindepaaren, wie etwa Lektine 
Oder Zucker eingesetzt werden. 

Bevorzugt werden die Rezeptoren bzw. Analyte, insbesondere Proteine und 
25 Nukleinsauren, mit einer Biotingruppe derivatisiert, wobei die Biotingruppe 
dann vorteilhaft mit einem Streptavidin-Enzymconjugat, wie etwa Meerret- 
tichperoxidase, nachgewiesen wird. Das Substrat der Enzymreaktion wird 
derart ausgewahit, daS sich an der Stelle der molekularen Wechselwirkung 
ein intensives, dunkles Prezipitat bildet, das den Detektionslaser quentscht. 
30 Daneben kann der Nachweis auch durch direkte Derivatisierung eines 
Wechselwirkungspartners mit einem Fluorochrom in Kombination mit einem 
geeigneten Laser erfolgen. 
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Beispiel 1 .1 

Der Rezeptor (A) ist ein RNA-Aptamer, ein Peptid oder ein naturliches oder 
synthetisches Effektormolekul und der Anaiyt (B) ist ein Protein. 

5 Die Eigenschaften eines Enzyms oder Regulationsfaktors bei der Gen- 
expression werden haufig durch die Assoziation kleiner Effektor- oder 
Ligandmolekule moduliert. Ein Beispiel sind Hormonrezeptoren, die nach 
Bindung an das Hormon in eine aktive Konformation uberfiihrt werden. Die 
Proteinfunktion kann durch Wechselwirkung eines Substratanalogons oder 
10 durch allosterische Effektoren moduliert werden. Um geeignete kleine 
Chemikalien zu identifizieren, werden Screening-Verfahren fur Liganden 
durchgefCihrt, wobei eine groSe Anzahl an verschiedenen Chemikalien 
untersucht wird. 

15 Mit dem erfindungsgemaSen Verfahren ist es mogiich, chemische Biblio- 
theken durchzutesten. Dabei wird eine VielzaW von verschiedenen kleinen 
Chemikalien in einer definierten Ordnung auf dem MeStrager immobilisiert, 
wobei das fragliche Protein unter verschiedenen Stringentbedingungen 
damit in Kontakt gebracht wird. Gebundenes Protein wird, wenn es mit 

20 einem geeigneten Fluorochrom, beispielsweise einem Latexpartikel, markiert 
ist, direkt nachgewiesen oder indirekt unter Verwendung einer Enzym- 
amplifikationskaskade. In entsprechender Weise konnen groBe Bibliotheken 
von RNA-Aptameren oder Peptiden gescreent werden, entweder isoiiertoder 
in ein Fusionsprotein eingebunden, hinsichtlich Wechselwirkungen mit einem 
25 in Frage stehenden Protein. 

Beispiel 1 .2 

Der Rezeptor (A) ist ein Protein und der Anaiyt (B) ist eine Nukleinsaure oder 
ein Ligant. 

30 

Proteinbibliotheken konnen hinsichtlich bestimmter Bindeeigenschaften, 
z. B. der Wechselwirkung mit einer definierten DNA-Sequenz gescreent 
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werden. Vervielfaltigte MeStrager, die definierte Bereiche von Proteinen 
enthalten, die zusammen die Produkte einer cDNA-Expressionsbibliothek 
darstellen, konnen mit spezifischen Liganten oder DNA-Bindestellen 
charakterisiert werden. Die angeordneten Proteine konnen so, wie sie in der 
Bibliothek sind, unbekannt sein und erst durch das erfindungsgemaBe 
Verfahren zugeordnet werden. Aiternativ konnen Bereiche von bekannten 
Proteinen oder Derivate eines definierten Proteins, wie etwa das Produkt 
einer zufaliigen Mutagenese, untersucht werden. 

Beispiel 1 .3 

Der Rezeptor (A) ist eine DNA oder RNA und der Analyt (B) ist ein Protein. 

Eine groSe Anzahl von verschiedenen doppelstrangigen DNA-Fragmenten 
kann auf den Nachweisfeldern aufgebracht werden. Dabei kann es sich 
entweder um kleine Fragmente, beispielsweise um Oligonukleotide oder um 
groISere DNA-Fragmente bis zu sehr grofSen DNA-Abschnitten handein, die 
eine geordnete Bibliothek von genomischen DN A-Fragmenten darstellen. Die 
Anwendungen umfassen die systematische Suche nach moglichen 
genomischen Bindestellen fur DNA-Bindeproteine, aber auch andere DNA- 
Bindemolekiile konnen nachgewiesen werden, wie etwa Interkalatoren, 
kleine Molekule mit Bevorzugung bestimmter Sequenzen, PNAs und 
Sequenzen, die eine Trippelhelix bilden. Ebenso konnen als Rezeptormole- 
kule in den Nachweisfeldern RNA-Molekule aufgebracht werden, wie etwa 
die Transskripte einer cDNA-Bibiiothek oder die Derivate einer definierten 
RNA, wie etwa das Produkt einer zufaliigen Mutagenese. 

Beispiel 2 

Nukleinsaureuntersuchungen 

Der Rezeptor (A) ist eine einzelstrangige DNA und der Analyt (B) ist eine 
einzelstrangige DNA oder RNA. 
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Beispiel 2.1 
DNA-Kartierung 

Es ist inzwischen moglich, ganze Genome zu sequenzieren und die Genome 
von hoheren Eukarionten, wie etwa Menschen, Mausen und Fliegen, werden 
5 kartiert und durch geordnete Klone (wie etwa PI -Phagenklone) abgedeckt, 
wobei davon ausgegangen wird, daS die Sequenzen aller Genome in 
absehbarer Zeit erhaitlich sind. Hier konnen erfindungsgemaBe MeStrager 
hergestellt werden, die ganze Genome in geordneten Arrays oder Bereichen 
enthaiten. Damit ist es moglich, ein kloniertes Stuck DNA in einem einzigen 
TO Hybridisierungsschritt seiner genomischen Lokalisierung zuzuordnen und 
abhangig von der Aufiosung des Arrays (welche eine Funktion der mittleren 
Sequenzlange und der Zahl an einzelnen DNA-MolekCilen ist) sogar das Gen 
selbst zu identifizieren. Ein Beispiel einer solchen Anwendung sind die Pi- 
Arrays von Genome Systems, welche bisher schiecht zu screenen sind, da 
15 sie nur auf Membranen erhaitlich sind. Ein Aufbringen dieser Pi-Arrays auf 
den erfindungsgemalSen MeBtragern ermoglicht eine einfache und unkompli- 
zierte Anwendung. Translokationen und andere genomische Umordnungen, 
die haufige Ursache genetischer Erkrankungen sind, konnen ebenfalls auf 
einfache Weise kartiert werden, einschlieBlich Deletionen des mitochon- 
20 drialen Genoms. Daruber hinaus konnen insertionen von Transgenen leicht 
kartiert werden, wenn die insertierte DNA zusammen mit einer kleinen 
Menge an fiankierender genomischer DNA nachgewiesen wird. 

Beispiel 2.2 

25 Genidentifizierung und/oder Genklonen 

Arrays oder Bereiche von diagnostischen Oligonukleotiden, die alle 
bekannten Gene einer gegebenen Speziesdarstellen, ermoglichendie direkte 
Identifizierung eines in Frage stehenden Gens. Hierzu konnen z. B. cDNA- 
Arrays von Klontech oder die DNA-Chips von Affimetrix, auf denen alle 

30 Hefegene aufgetragen sind, durch Ubertragung auf die erfindungsgema(3en 
MeStrager verbessert werden. 
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Beispiel 2.3 

Expressions-Prof iluntersuchungen 

Durch Aufbringen von DNA auf erfindungsgemafSe MelStrager, die alle Gene 
eines Organismus zeigen, kann das Expressfonsprofil untersucht werden. 
5 Auf den MeStrager wird ein komplexes Gemisch von RNA aufgebracht, die 
den Expressionszustand einer bestinnmten Zelle darstelien oder eine davon 
abgeleitete cDNA-Population. Der auf dem MeStrager festgestellte 
Expressionszustand kann leicht mitdem Expressionszustand andererZellen 
verglichen werden, die von anderen Gewebe stammen, andere Entwick- 

10 lungsstadien oder andere Stoffwechselstadien darstelien. Alternativ konnen 
DNA-Proben untersucht werden, die bestimmte ausgewahite DNA-Zustande 
darstelien, wieetwaZellzykIusgene,SignalubermittIerkomponenten usw. Da 
die erfindungsgemaBen MeBtrager uber lange Zeit gelagert werden konnen, 
konnen Expressionsprofile erstelit werden, die archiviert und zu Vergleichs- 

15 zwecken herangezogen werden konnen. 



Beispiel 2.4 

Moiekulare Diagnose von DNA-Polymorpfiismen 

Das erfindungsgemalSe Verfahren kann zur Diagnose von ublichen und 
seltenen DNA-Polymorphismen verwendet werden, einschlieRlich der 
Kartierung von Mutationen in Proto-Onkogenen, die ubiiche Tumore 
hervorrufen. EingeeigneterMeStragerenthaltuberlagerndeOligonukleotide, 
die zusammen ein gesamtes Gen (z. B. die Wildtypsequenz) umfassen, 
zusammen mit Oligonukleotiden, die alle moglichen oder haufig auftretende 
Mutationen dieser Sequenz enthalten. Das entsprechende DNA-Fragment 
wird von Patienten durch PGR isoliert und an den relevanten Gen-MeStrager 
unter Bedingungen hybridisiert, unter denen die Hybridisierung nur bei einer 
perfekten Sequenzubereinstimmung stattfindet. Ein Vergleich der Hybridi- 
sierung der experimentellen DNA an Wildtyp- bzw. Mutantoligonukleotide 
ermoglicht es, exakt festzustellen, welche Art von Mutation in einer 
Sequenz auftritt. 
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Beispiel 3 

Neben den oben beschriebenen Anwendungen, bei denen ein einfacher 
Bindevorgang nachgewiesen wird, der Signale ergibt, die ggf, durch eine 
Enzymkaskade verstarkt werden konnen, um die Sensitivitat der Detektion 
5 2U erhohen, kann das erfindungsgemaSe Verfahren auch in Anwendungen 
verwendet warden, die umfangreichere Behandlungen des MeBtragers 
erfordern, wie etwa eine PCR-Amplifizierung, die analog zu in situ PCR- 
Amplifikationen durchgefiihrt wird. Auf diese Weise konnen auch infizie- 
rende Mittel nachgewiesen werden. 
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iJe^e^ Anspruche 



10 



15 



1 . Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer MeSprobe, bei dem 
auf einem scheibenformigen Substrat (3) auf einer seiner Flachseiten 
analytspezifische Binder (15) in einer Vielzahl von Nachweisfeldern 
(5, 7) immobilisiert werden, sodann die MeSprobe in Kontakt mit den 
Nachweisfeldern (5, 7) gebracht wird und anschliefSend das Vorhan- 
densein oder/und die Menge der nachzuweisenden Analyten (17) 
durch optische Auswertung der Nachweisfelder (5, 7) ermitteit wird, 
^Rrifirrh g o kennzoichnot, doB -ein aus einenn optisch transparenten 
Material gefertigtes Substrat (3) verwendet wird,-.4e& die Nachweis- 
felder (5, 7) langs mindestens einer Spirallinie (27) oder/und langs 
einer Vielzahl konzentrischer Kreislinien verteilt auf dem Substrat (3) 
angeordnet werden «fl^daS nach Inkontaktbringyng der MeBprobe ^ ✓ 

nnit den Nachweisfeldern (5, 7) ein optisch^ Roflokto r (21) - der die " 
Nachweisfelder (5, 7) tragenden Flachseite des Substrats {3)<'->. 
-bonQchbort ongco r diiuL v^iid r 



20 2. \Z crfahrcn nach Anopruoh 1, " ^ — ~ 

dadurcji__j[ek£m«enj^ daS der Reflektor von einer 
^ -TroflQxiQn:,GcliiLlii (21) yebildei wild, welclie auf das Substr^at (3) 
<C uber den Nachweisfeldern (5, 7) aufgebracht wird. > 

25 ^>3^ Verfahren nach Anspruch ^ 

dadurch gekennzeichnet, daft die Reflexionsschicht (21) aus 
Alunninium gebildet wird. 



30 



Verfahr e ii iidcli A nsprucJi^L 

dadujxM--cml<ennzeichnet, daS der Reflektor im Abstand von dem 
Substrat angeordnet wird . , 
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^ Verfahren nach einem der Anspruche 1 - bis 4 , 

dadurch gekennzeichnet, daS bezogen auf die Scheibenachse radial 
benachbarte Nachweisfelder (5, 7) mit radiaiem Abstand voneinander 
angeordnet warden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis ^, 

dadurch gekennzeichnet, daR entlang der Sptrallinie (27) bzw. einer 
Kreislinie einander benachbarte Nachweisfelder (5, 7) mit Abstand 
voneinander angeordnet werden. 

fj /f. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis^BT, 

dadurch gekennzeichnet, daS auf der die Nachweisfelder (5, 7) 
tragenden Flachseite des Substrats (3) entlang der Spiraliinie (27) 
bzw. mindestens einer Kreislinie zusatzlich Datenfelder (9) ausgebil- 
15 det werden, welche melSprobenbezogene oder/und nachweisfeldbezo- 

gene oder/und auswertungsbezogene Informationen enthalten. 

^ ^. Verfahren nach Anspruchy^ 

dadurch gekennzeichnet, dalS Nachweisfelder (5, 7) und Datenfelder 
20 (9) abwechseind entlang der Spiraliinie (27) bzw. mindestens einer 

Kreislinie angeordnet werden. 

r 

%j JS. Verfahren nach Anspruch^ 

dadurch gekennzeichnet, daBNachweisfelder und Datenfelderjeweils 
25 auf gesonderten Kreislinien ausgebildet werden. 



^ >€r. Verfahren nach einem der Anspruche ^ bis 



30 



;?^bis 

dadurch gekennzeichnet, daB zur Bildung der Datenfelder (9) 
Vertiefungen (1 1) in die die Nachweisfelder (5, 7) tragende Flachseite ^, 
des Substrats (3) eingebracht werden und daS 4or RoTlckt or (21) so 
.^ftgebracht wird, dafS^in die Vertiefungen (11) hineinreicht. 
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y\> Verfahren nach einem der Anspruche^bis ^, 

dadurch gekennzeichnet, dafS zur Bildung der Datenfelder eine 
einfallendes Leselicht beeinflussende Substanz auf die die Nachweis- 
felder tragende Flachseite des Substrats aufgebracht wird. 

3 

^Oj Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis , 

dadurch gekennzeichnet, dafS auf der die Nachweisfelder (5, 7) 
tragenden Flachseite des Substrats (3) entlang der Spirallinie (27) 
bzw. mindestens einer Kreislinie zusatzlich mindestens ein Referenz- 
10 feld ausgebildet wird, dessen optische Eigenschaften als Referenz bei 

der Auswertung der Nachweisfelder (5, 7) verwendet werden. 

-to 

>3'. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis >C 



15 



dadurch gekennzeichnet, daS nach Inkontaktbringung der IVleBprob 
mit den Nachweisfeidern (5, l)x untorhalb dcg - RGflcktors - ein 



unternaiD dcg ' - MCTicKtors - erne 



Deckschicht (19) aus einem optisch transparenten Material auf die 
Nachweisfelder (5, 7) aufgebracht wird. 

Verfahren nach Anspruch 
20 dadurch gekennzeichnet, daB fur die Deckschicht (19) ein Material 

auf Poiymerbasis verwendet wird. 

y^, Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

dadurch gekennzeichnet, daS ein Substrat (3) aus Poiycarbonat 
25 verwendet wird. 

yl^^ >6^ Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis yi, 

dadurch gekennzeichnet, dafSdas Substrat (3) an einem Herstellungs- 
ort mit den Bindern ( 1 5) versehen, getrocknet und verpackt wird und 
30 dafS das so praparierte Substrat (3) sodann zu einem von dem 

Herstellungsort entfernten Anwendungsort gebracht wird, an dem die 
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MeSprobe von einem Anwender in Kontakt mit den Nachweisfeldern - 
(5, 7) gebracht wird. 

-^^j yf^ Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 

5 dadurch gekennzeichnet, daS der Nachweis der Analyten durch eine 

Detektion einer Anderung der optischen Eigenschaften der Nachweis- 

felder erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch yf , 
10 dadurch gekennzeichnet, daSdie optische Anderung der Nachweisf el- 

der durch Isotope, Enzyme, Fluorochrome, Farbstoffe, Metallkolloide 
oder/und Beads herbeigefuhrt wird. 

y^, Verfahren nach Anspruch >g', 
15 dadurch gekennzeichnet, dalS Latex-Beads, Kunststoff-Beads, Glas- 

Beads oder/und Metall-Beads verwendet werden. 

>cC MelStrager gum Nachwoic von l^nalyton in cincr MeSprobe, i n s- 
Jj e c ondcrc zur — B ui olifultruriy d^i^ Verfahren^ nach einem der 

20 Anspruche 1 bis yjSf, 

g a konnnoichnot du rc h ein scheibenformiges, aus einem optisch 
transparenten Material gefertigtes Substrat (3), auf dem auf einer 
seiner Flachseiten anaiytspezifische Binder (1 5) in einer Vielzahl von 
Nachweisfeldern (5, 7) immobilisiert sind, wobei die Nachweisfelder 

25 (5, 7) langs mindestens einer Spirallinie (27) oder/und einer Vielzahl 

konzentrischer Kreislinien vertellt auf dem Substrat (3) angeordnet 



30 



-24-r McStra g er nach Anapruoh 20/ 

dadurch gokonnzcichnot ? daS ^ber den Nachweisfeldern (5, 7^ G \ ne - 
^ach Inkontaktbringung der MeSprobe mit den Nachweisfeldern^^&r 
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- 7) flachig auf d as Substr a t (?) anfgehrachtQ R e floxionccchiQht (21) 
, angeordnot int. - 

-^3 J MeStrager nach Anspruch;^, 

5 dadurch gekennzeichnet, daft auf der Reflexionsschicht (21) eine 

Schutzschicht (25) flachig aufgebracht ist. 

MeBtrager nach Anspruch 

dadurch gekennzeichnet, daS die Schutzschicht (25) aus einem 
10 Material auf Acrylbasis gefertigt ist. 

Z^) 2< MefStrager nach Anopruoh 2 - 0 bio 23 , , ^ ^ 

dadurch gekennzeichnet, dalS er^ alG Handolooinhcit ^eipdckl ibl. 

15 ZZj/t^. MeStrager nach Anspruch ^^4^ 

dadurch gekennzeichnet, dafS er getrocknet verpackt ist. 

l^j Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer MeSprobe, bei dem 

auf einem scheibenformigen Substrat auf mindestens einer seiner 

20 Flachseiten analytspezifische Binder in einer Vielzahl von Nachweis- 

feldern imnnobilisiert werden, sodann die MeSprobe in Kontakt mit 
den Nachweisfeldern gebracht wird und anschlieSend das Vorhanden- 
sein oder/und die Menge der nachzuweisenden Analyten durch 
Auswertung der Nachweisfelder ermittelt wird, 

25 dadnrrh flffkennreichne - t , — daJ^ die Nachweisfelder nnagnetisch 

ausgewertet werden und hierzu Binder oder die nachzuweisenden 
Analyten mit magnetischen oder/und magnetisierbaren Markern 
markiert werden und 4©B die Nachweisfelder langs einer Vielzahl 
konzentrischer Kreislinien oder/und langs mindestens einer Spirallinie 

30 verteilt auf dem Substrat angeordnet werden, gewuncohtcnfalls i n 

Vorbindung mit wcitcron Pwlcrkirialun mindcotons oinor der A ngprOcho 

<^ - :$>. 
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Z^j Verfahren nach Anspruch 

dadurch gekennzeichnet, dafS nach Inkontaktbringung der MeBprobe 
mit den Nachweisfeldern eine Fixierschicht auf die Nachweisfelder 
aufgebracht wind. 

Z£j Verfahren nach Anspruch 

dadurch gekennzeichnet, daS die Fixierschicht fiachig auf jede 
Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats aufgebracht wird. 

is' 

10 Ihj Verfahren nach Anspruch ^S^oder 

dadurch gekennzeichnet, daS fur die Fixierschicht ein Material auf 
Polymerbasis verwendet wird. 

-SOi ^/erfahren nach oinem dor Anspruoho 26 - bi3 20, 

15 <C dadurch gekennzeichnet, dafS vor der Ausbildung der Nachweisfelder 

Oder nach Inkontaktbringung der MeBprobe nnit den Nachweisfeldern 
eine magnetische oder/und magnetisierbare Partikel enthaltende 
Magnetschicht fiachig -atrf- jede Nachweisfelder tragende Flachseite 



des Substrats aufgebracht wird, 



20 



-34.-T Tcotkit zur Durchfuhrung dos Vorfahrono nach e i n e m dei AnsprQche 

1 bis 1 9 und 26 bis 30, umfassend 
a) einen mit immobilisierten Bindern (1 5) vorbereitet^jvIVIe^Rtrager 
(3), 

25 b) Reagenzien zur Durchfuhmnvg^ des Nachweisverfahrens, 

insbesondere optisciv-'^er/und magnetisch detektierbare 
NachweisreagefTzien, und 
c> ggf. \AAa'sch- oder/und Pufferlosungen. 

30 32. ^F€stkit nach Anpruch 31, 

dadurch gekennzeichnet, daI3der MeStrager (3) in getrockneter Form 
- vorli e gt. 
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Z^j j^. Verwendung eines MeStragers nach einem der AnsprGche pxfb'\s 

in einem Immunoassay oder/und Nukleinsaurehybridisierungsassay 
oder/und Lektin-Zucker-Assay oder/und Protein-Nukleinsaureassay. 
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(54) Title: METHOD OF DETECTING ANALYTES IN A SAMPLE AND SUPPORT FOR THIS PURPOSE 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM NACHWEIS VON ANALYTEN IN EINER MESSPROBE SOWIE MESSTRAGER HIERFUR 
(57) Abstract 

The invention relates to 
a method of detecting analytes 
in a sample. According to said 
mediod, analyte-specific binders 
(15) are immobilized on a plurality 
of detection fields (5, 7) on one of 
the planar faces of a disk-shaped 
substrate (3). The sample is 
contacted with said detection fields 
(5, 7) and the presence or/and the 
quantity of the analytes (17) to be 
detected is determined by optically 
evaluating the detection fields (5, 
7). According to the invention, a 
substrate (3) is used that is produced 
from an optically transparent 
material. The detection fields (5, 7) 
are arranged along at least one spiral line (27) distributed across the substrate (3). After the sample has been contacted with the detection 
fields (5, 7), a reflectmg layer (21) is flatly applied on the substrate (3) on the planar face carrying the detection fields (5, 7). Alternatively, 
a magnetic read-out of the substrate can be made instead of the optical read-out. 

(57) Zusammenfassung 




Es wird erne Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer Messprobe vorgeschlagen, bei dem auf einem scheibenformigen Substrat 
(3) auf emer seiner Flachseiten analytspezifischc Binder (15) in einer Vielzahi von Nachweisfeldem (5, 7) immobilisiert werden, sodann 
die Messprobe in Kontakt mit den Nachweisfeldem (5, 7) gebracht wird und anschlieBend das Vorhandensein oder/und die Menge der 
nachzuweisenden Analyten (17) durch optische Auswertung der Nachweisfelder (5, 7) ermittelt wird. ErfindungsgemSss wird ein aus einem 
optisch transparenten Matenai gefertigtes Substrat (3) verwendet, wobei die Nachweisfelder (5, 7) ISngs mindestens einer Spirallinie (27) 
yeiteilt auf dem Substrat (3) angeordnet werden. Nach Inkontaktbringung der Messprobe mit den Nachweisfeldem (5. 7) wird das Substrat 
(3) auf seiner die Nachweisfelder (5, 7) tragenden Flachseite flSchig mit einer Reflexionsschicht (21) vercehen. Altemativ ist statt der 
optischen Auslesung auch eine magnetische Auslesung des Substrats denkbar. 
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Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer MefSprobe sowie MelStrager 
hierfur 

Beschreibung 

Die Erfindung befalSt sich nnit dem Nachweis von Analyten in einer 
MelSprobe. Als Analyten konnnrien beispielsweise Proteine, Peptide, 
Nukieinsauren und deren Derivate sowie Molekule, die an diesen binden 
konnen, in Frage. 

Als MelSprobe kommt jede Probe in Frage, von der vermutet wird, dalS sie 
mindestens einen Teil der gesuchten Analyten enthalt. Es kann sich dabei 
2. B. urn eine Blutprobe, eine Serumprobe oder/und eine Urinprobe handein, 
Oder allgemein um jede Losung, die den gesuchten Analyten enthalt. 

Zum Nachweis von Analyten in einer MeBprobe ist der Einsatz sogenannter 
Bindungsassays bekannt. Bei solchen Bindungsassays werden im all- 
gemeinen Analyten durch ihre spezifische Wechselwirkung mit Rezeptoren 
nachgewiesen. Beispiele fur solche Wechselwirkungen sind Protein/Protein- 
Wechselwirkungen, die beispielsweise wahrend der Genexpression auf- 
treten, Enzym/Substrat- oder Enzym/Effektor-Wechselwirkungen, die im 
Stoffwechsel auftreten, oder Protein/DNA- oder Protein/RNA-Wechselwir- 
kungen wahrend der Genexpression. Ein systematisches Verstandnis dieser 
molekularen Wechselwirkungen ist eine Grundvoraussetzung fur das 
Verstandnis aller biologischen Vorgange sowohl in normalen als auch in 
erkrankten Zellen. 

Weiterhin konnen mit Bindungsassays auch Nukieinsauren nachgewiesen 
werden. DNA/DNA-Wechselwirkungen spielen eine Hauptrolle in der 
Molekularbiologie, insbesondere bei der Identifizierung von Genen und bei 
Strategien zur Kartierung von DNA, beim Nachweis und der Quantifizierung 
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der Genexpression sowie bei der moiekularen Diagnose oder Therapie von 
Erkrankungen, In Frage kommen selbstverstandlich auch DNA/RNA- und 
RNA/RNA-Wechselwirkungen. 

Aufgrund der groSen Anzahl von Genen, Proteinen, chemischen Effektoren 
Oder RNA-Aptameren erfordert ein Verstehen oder Eingreifen in bioche- 
mische Prozesse haufig die Erkennung, Quantifizierung oder Klassifizierung 
einer Vielzahl von moiekularen Wechselwirkungen oder die Identifizierung 
von wirksamen Wechselwirkungspartnern aus einer grolSen Anzahl von 
moglichen Kombinationen. Das Screening und Analysieren einer grofSen 
Anzahl von moiekularen Wechselwirkungen ist bei den im Stand der Technik 
bekannten Verfahren jedoch haufig begrenzt. 

MelSproben sollen oftmals auf eine Vielzahl von Analyten hin untersucht 
werden. Dabei ergibt sich das Problem, da(S bei der Auswertung grolSe 
Datenmengen anfallen. Um in der Praxis erfolgreich zu bestehen, mufS die 
Auswertung jedoch in vertretbarer Zeit moglich sein. Bekannte Analysesy- 
steme haben sich hier als nur bedingt zufriedenstellend erwiesen. 

Aus einem Artikel "Metal Nano Clusters as Transducers for Bioaffinity 
Interactions" von Thomas Schalkhammer in Monatshefte fur Chemie 000, 1 - 
26, Springer- Verlag 1998, Seiten 1-26, ist ein Sensoraufbau fur bioreko- 
gnitive Bindungsvorgange und katalytisch-enzymatische Prozesse bekannt, 
bei dem auf einem Polycarbonat-Substrat eine Spiegelschicht aus Silber und 
daruber eine Abstandsschicht aus einem Polymermaterial angeordnet sind, 
Die Abstandsschicht dient ihrerseits als Trager fur die darauf immobilisierten 
Binder. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe von Metall-Clustern, mit denen die 
nachzuweisenden Analyten markiert werden und die in elektromagnetische 
Wechselwirkung mit der metallischen Spiegelschicht treten. In Sensorberei- 
chen starker Uberdeckung mit gebundenen Metall-Clustern wird Licht, das 
von der dem Polycarbonat-Substrat abgewandten Seite der Spiegelschicht 
her eingestrahit wird, starker absorbiert als in iiberdeckungsfreien oder 
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schwacher uberdeckten Sensorbereichen, was die optische Auslesung des 
Sensors iiber Absorptionsmessungen ermoglicht. 

Fur die Funktion dieses bekannten Sensors ist die Dicke der Abstands- 
schiclit ein entscheidender Parameter. Diese muS in einem vorgegebenen 
Bereich gewahit werden, der von der Wellenlange des bei der spateren 
Auswertung eingestrahlten Lichts abhangt. Es muft insbesondere sicherge- 
stellt sein, dafS die Abstandsschicht auf ihrer gesamten Ausdehnung eine 
gleichmaSige Dicke besitzt. Hierfur ist ein hoher herstellungstechnischer 
Aufwand zu betreiben. 

In dem angesprochenen Artikel werden fur die optische Auswertung dieses 
Sensors schon Lesegerate vorgeschlagen, die es eriauben, auch groBere 
Datenmengen zu bewaltigen. unter anderem CD-ROM-Lesegerate. 

Aufgabe der Erfindung ist es, einen Weg aufzuzeigen, wie mit geringem 
Aufwand, nicht nur was die datentechnische Auswertung anbelangt, 
sondern auch was die Bereitsteliung des Sensors anbelangt, eine MefSprobe 
auf eine groBe Fuile von Analyten hin untersucht werden kann. 

Bei der Losung dieser Aufgabe geht die Erfindung nach einem ersten Aspekt 
von einem Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer IVIeRprobe aus, 
bei dem auf einem scheibenformigen Substrat auf einer seiner Flachseiten 
analytspezifische Binder in einer Vielzahl von Nachweisfeidern immobiiisiert 
werden, sodann die MeSprobe in Kontakt mit den Nachweisfeidern gebracht 
wird und anschliefSend das Vorhandensein oder/und die Menge der nach- 
zuweisenden Analyten durch optische Auswertung der Nachweisfelder er- 
mittelt wird. 

ErfindungsgemalS ist hierbei vorgesehen, dalS ein aus einem optisch 
transparenten Material gefertigtes Substrat verwendet wird, dalS die 
Nachweisfelder langs mindestens einer Spirallinie oder/und einer Vielzahl 



wo 00/46600 PCT/EPOO/00876 

- 4 - 

konzentrischer Kreislinien verteilt auf dem Substrat angeordnet werden und 
daQ> nach Inkontaktbringung der MelSprobe mit den Nachweisfeldern 
ein optischer Reflektor der die Nachweisfelder tragenden Flachseite des 
Substrats benachbart angeordnet wird, 

Bei der Erfindung konnen die Nachweisfelder direkt auf denn Substrat 
ausgebildet werden. Hierbei kann es sich empfehien, die Substratoberflache 
zunachst chemisch vorzubehandein oder durch Vorbehandlung m\l einem 
Sauerstoffplasma eine Oberflachenmodifizierung zu bewirken. Diese 
Modifikation kann das Aufbringen der Binder zur Ausbildung der analyt- 
spezifischen Nachweisfelder erieichtern. Unterhalb der Binder ist bei der 
Erfindung demnach keine Abstandsschicht mit einer prazise einzuhaltenden 
Dicke auf das Substrat aufzubringen, wie dies bei dem von Schalkhammer 
bekannten Sensor zwingend erforderlich ist, Insofern ergibt sich ein 
reduzierter fertigungstechnischer Aufwand, 

Der Reflektor wird fur die optische Auswertung des Assays benotigt, Er 
kann von einer Reflexionsschicht gebildet werden, die nach Abschlud der 
molekularbiologischen Verfahrensschritte auf das Substrat uber den 
Nachweisfeldern aufgebracht wird. Aufgrund ihres guten Reflexionsver- 
mogens empfehien sich metallische Werkstoffe. Grundsatzlich sind auch 
andere Materialien denkbar, etwa Dielektrika. Bevorzugt wird die Reflexions- 
schicht aus Aluminium gebildet. Denkbar ist auch Silber als Material fur die 
Reflexionsschicht. Die Reflexionsschicht kann durch chemisches Auf- 
dampfen ausgebildet werden. Moglich ist aber auch, eine vorgefertigte 
reflektierende Folie auf das Substrat aufzukleben. 

Alternativ ist es denkbar, daB der Reflektor im Abstand von dem Substrat 
angeordnet wird, er also nicht direkt auf das Substrat aufgebracht wird. 
Beispielsweise kann der Reflektor von einer Spiegelplatte gebildet sein, die 
in einem Auswertegerat angebracht ist, welches zur Auswertung des 
Assays verwendet wird. 
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Die optische Transparenz des Substrats macht es zusammen mit dem auf 
der substratfernen Seite der Nachweisfelder angeordneten Reflektor 
moglich, zur optischen Auswertung dieses erfindungsgemaSen molekular- 
biologischen Sensors auf die Hardware handelsublicher CD-Lesegerate 
zuruckzugreifen. insbesondere bei spiraliger Anordnung der Nachweisfelder 
und bei Ausbildung des Reflektors als direkt auf das Substrat aufgebrachte 
Reflexionsschicht konnen solche handelsublichen CD-Lesegerate mit 
vergleichsweise geringem Aufwand so modifiziert werden, dafJ aus dem 
ruckkehrenden Licht des die Nachweisfelder abtastenden Laserstrahls die 
gewunschten Informationen herausgefiltert werden konnen. Denkbar ist es, 
dais hierzu lediglich Software-Modifikationen erforderlich sind. Selbst bei 
kreisformiger Anordnung der Nachweisfelder ist die Technik solcher CD- 
Lesegerate grundsatzlich anwendbar, sofern die konstruktiven und 
softwaremalSigen Voraussetzungen fur einen Sprung des die Nachweisfelder 
abtastenden Laserstrahls von Kreislinie zu Kreislinie geschaffen werden. 

Besonders eignet sich ein CD-ROM-Lesegerat, das bei Einbettung in eine 
Computerarchitektur dem Anwender die Moglichkeit gibt, die Auswerte- 
Software selbst zu definieren. 

Die Auswertung der Nachweisfelder kann abhangig vom gewahlten Aus- 
wertealgorithmus quantitative wie auch qualitative Aussagen liefern. Mittels 
geeigneter Marker konnen die optischen Eigenschaften, insbesondere das 
Absorptionsverhalten, von Nachweisfeldern, in denen sich Analyten an 
Rezeptoren angeheftet haben, von Nachweisfeldern, an deren Rezeptoren 
sich keine Analyten angeheftet haben, unterscheidbar gemacht werden. Auf 
diese Weise ist es beispielsweise uber Absorptionsmessungen moglich, 
diejenigen Nachweisfelderzu erkennen, die nach AbschluBder molekularbio- 
logischen Verfahrensschritte Analyten tragen. Dies ware zunachst eine rein 
qualitative Aussage. Will man daruber hinaus auch quantitative Aussagen 
treffen, so ist es denkbar, die Nachweisfelder mehrmals abzutasten und eine 
Schwelle, die bei der Auswertung als Entscheidungsgrenze zwischen 
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Vorhandensein und Nichtvorhandensein von Analyten genommen wird, von 
Abtastdurchgang zu Abtastdurchgang schrittweise zu verandern. Auf diese 
Weise konnen auch Aussagen uber die Menge der in den einzelnen 
Nachweisfeldern hahgengebliebenen Analyten getroffen werden. 

Wenn der Assay nnit einem ggf. geeignet, angepalSten CD-ROM-Laufwerk 
ausgelesen wird, ermoglicht ein angeschlossener Connputer dem Anwender 
die Weiterverarbeitung der von dem Laufwerk gelieferten Datenmenge, 
wobei er das Ergebnis dieser Weiterverarbeitung auf externen Daten- 
speichern abspeichern kann, beispielsweise um Datenbanken Ciber Patienten 
zu erstellen, Zur Datenspeicherung konnen herkommliche Standardspeicher, 
etwa Festplatten oder Floppy-Discs, verwendet werden. Mit Computerhilfe 
ist eine schnelle Auswertung der Datenflut des Laufwerks moglich. Die 
Kapazitat herkommlicher Connputer und Speichersystenne ist in der Regel so 
ausreichend, daB auch komplexe Genanalysen darauf durchgefuhrt werden 
konnen. 

In der Regel wird es erwunscht sein, scharf definierte Nachweisfelder zu 
erhalten, die zusatzlich sehr klein sein sollen, um eine hinreichende Zahl von 
Nachweisfeldern auf der Substratschelbe unterzubringen, die zweckmalSiger- 
weise die GroBe einer herkommlichen CD (Compact Disc) besitzt. Wenn 
man davon ausgeht, daft der radiale Abstand zweier aufeinanderfolgender 
Spiraiwindungen zweckmaftigerweise etwa 1 ,6 //m betragt, so empfiehit es 
sich, die Binder in Feldern aufzubringen, die radial nicht breiter als 1 /;m 
sind, damit zwischen bezogen auf die Scheibenachse radial benachbarten 
Nachweisfeldern ein hinreichender Abstand besteht und jedes einzelne 
Nachweisfeld als solches ortsaufgelost werden kann. Bevorzugt sind die 
Nachweisfelder radial sogar schmaler als 1 /jm, wobei es zweckmaftig sein 
kann, sie mit einer radialen Breite auszubilden, die im wesentlichen der 
Breite der bei herkommlichen CDs eingepragten Datenvertiefungen (so- 
genannte Pits) entspricht, namlich etwa 0,5 //m. Gleichfalls empfiehit es 
sich, entlang der Spirallinie bzw. einer Kreislinie einander benachbarte 
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Nachweisfelder mit Abstand voneinander anzuordnen, urn deren individuelle 
Auflosung durch das Auswertesystem zu ermoglichen. Die Nachweisfelder 
konnen als im wesentlichen quadratische oder kreisformige Flachen 
ausgebildet warden. Denkbar ist auch, sie entsprechend der Gestalt der 
Datenpits herkommlicher CDs in Umfangsrichtung, also in Spiral- bzw. 
Kreislinienrichtung, langiich auszubilden, etwa oval oder rechteckig. 

Um die Binder unter den vorstehend skizzierten dimensionellen Randbedin- 
gungen fur die Nachweisfelder auf das Substrat aufzubringen, eignen sich 
insbesondere Mikroprinttechniken, Tintenstrahltechniken oder Elektrospray- 
techniken. Zunn Nachlesen, was Mikroprinttechniken anbelangt, wird bei- 
spielhaft verwiesen auf: "Microfabrication/Microstructures and Microsy- 
stenns" von Dong Qin et al., "Topics In Current Chemistry", Band 194, 
1998, Seite 6ff., Springer-Verlag. Bezuglich Tintenstrahltechniken wird 
beispielhaft verwiesen auf: "A new device for multifunctional dosage of 
liquids by a free jet" von N. Hey et al., Proceedings lEEE-Mems 1998, CH 
36176. Elektrospraytechniken, insbesondere Nanoelektrospraytechniken, 
konnen beispielsweise in "Analytical Properties of the Nanoelectrospray Ion 
Source" von M. Wilm und M. Mann in Analytical Chemistry, Band 68, Nr. 
1,1. Januar 1996, Seiten 1-8, sowie in "Electrospray and Taylor-Cone 
theory, Dole's beam of macromolecules at last?" von M. Wilm, M. Mann in 
International Journal of Mass Spectrometry and Ion Processes 136 (1994), 
Seiten 1 67-1 80, nachgelesen werden. Diese Techniken ermoglichen es, die 
Nachweisfelder mit hoher Ortsauflosung gezielt mit vorbestimmten Bindern 
zu versehen. Die Binder konnen auf die AuBenoberflache der Substrat- 
scheibe aufgebracht werden. Denkbar ist es auch, in Analogie zu den 
Datenpits herkommlicher CDs kleine Vertiefungen in die AufSenoberflache 
des Substrats einzubringen und darin die analytspezifischen Binder zu 
immobilisieren. Falls solche Vertiefungen fur die Binder vorgesehen werden, 
wird es zweckmaBig sein, diese mit einer radialen Breite von etwa 0,5 fjm 
auszubilden, entsprechend der Breite der Datenpits herkommlicher CDs. 
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Um biologische Wechselwirkungen auf molekularer Ebene zu untersuchen, 
kommen als Analyten insbesondere Nukleinsauren oder/und Proteine in 
Betracht. So kann das erfindungsgemaSe Verfahren verwendet werden, um 
Protein/Protein-Wechselwirkungen, wie sie beispielsweise wahrend der 
Genexpression oder als Zellsignale auftreten, Enzym/Substrat- oder 
Enzym/Effekt-Wechselwirkungen wahrend des Stoffwechsels oder 
Protein/DNA- oder Protein/RNA-Wechselwirkungen wahrend der Gen- 
expression nachzuweisen. 

Durch geeignete Wahl der Binder in den Nachweisfeldern konnen auch 
DNA/DNA-Wechselwirkungen nachgewiesen werden, wie es insbesondere 
zur Genidentifizierung und zur Kartierung von Genen, beim Untersuchen und 
Quantifizieren der Genexpression sowie bei der molekularen Diagnose 
und/oder Therapie von Erkrankungen von Bedeutung ist. 

Molekulare Wechselwirkungen und Enzymaktivitaten konnen durch die 
Bindung von RNA-Aptameren oder kleinen chennischen Verbindungen an 
Makronnolekule beeinfluftt werden. Naturliche und synthetische Effek- 
tornnolekule eriauben es deshalb haufig, biochemische Verfahren durch 
Modulation von oder Eingreifen in makromolekulare Wechselwirkungen zu 
nnanipulieren, 

Bevorzugt handelt es sich bei dem Substratnnaterial um ein nicht poroses 
Material. Die Verwendung eines nicht porosen Tragers ermoglicht das 
definierte Aufbringen auch kleiner Nachweisfelder, so daft eine Miniaturisie- 
rung des Testformats bzw. das Aufbringen einer Vielzahl von Nachweisfel- 
dern moglich ist. Geeignete Materialien fur das scheibenformige Substrat 
sind z. B. Kunststoffe und Glas. Fur CD-ROM-Laufwerksapplikationen 
handelt es sich bevorzugt um ein fokussierendes Material, insbesondere um 
Polycarbonat. 
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Die Immobilisierung der Binder an den Nachweisfeldern kann nach an sich 
bekannten Verfahren durchgefuhrt werden. Die Innmobilisierungsstrategie 
hangt von der Art des zu imnnobilisierenden Molekuls und des jeweiligen 
Substrats ab. Im allgemeinen konnen Binder direkt an eine Matrix iiber eine 
chennische Reaktion gebunden werden, beispielsweise uber eine spezielle 
Aminosaure in einem Protein (insbesondere Cystein oder Lysin) oder uber 
das Phospliatgrundgerust einer DNA. Die Immobilisierung kann auch mit 
bifunktionellen chemischen Quervernetzern oder uber eine spezifische 
hochaffine Wechselwirkung, wie etwa die Biotin/Streptavidin-Wechselwir- 
kung durchgefuhrt werden. Die analytspezifischen Binder konnen auf der 
Oberflache auch adsorbiert werden, wobei eine kovalente Bindung jedoch 
bevorzugt ist. Als Binder werden auf die Oberflache des Substrats 
Substanzen oder/und Molekule aufgebracht, die in der Lage sind, den 
gewunschten Analyten spezifisch, insbesondere mit hoher Affinitat, zu 
binden, 

Nach Inkontaktbringen der MelSprobe mit den Nachweisfeldern wird das 
Vorhandensein oder/und die Menge der nachzuweisenden Analyten durch 
optische Auswertung der Nachweisfelder ermittelt. Hier konnen alle dem 
Fachmann bekannten Methoden herangezogen werden. Ein ubiiches 
Verfahren, um molekulare Wechselwirkungen zu analysieren, besteht aus 
mehreren Schritten: Ein erster Wechselwirkungspartner, z. B. ein analyt- 
spezifischer Binder oder Rezeptor, wird mit einem festen Trager kovalent 
Oder adsorptiv verknupft. Beim Inkontaktbringen der MeBprobe mit den 
Nachweisfeldern kann ein zweiter Wechselwirkungspartner, z. B. der 
Analyt, mit dem Rezeptor wechselwirken. AnschliefSend wird das Vorhan- 
densein des Analyten (oder das Nichtvorhandensein in kompetitiven 
Testformaten) an der Stelle, an der der Rezeptor immobilisiert ist, nach- 
gewiesen. Die Wechselwirkung zwischen den zwei Bindepartnern wird 
bevorzugt unter Bedingungen durchgefuhrt, bei denen beide Reaktanten in 
einer nativen, aktiven Konfiguration vorliegen, bevorzugt in einer flussigen 
Reaktion. Besonders bevorzugt wird das Inkontaktbringen unter einem 
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annahernd physiologischen pH-Wert und bei ionischen Bedingungen 
durchgefuhrt. 

Der Nachweis erfolgt beim erfindungsgemaUen Verfahren durch Detektion 
einer Anderung der optischen Eigenschaften der Nachweisfelder. Die 
optische Anderung der Nachweisfelder kann z. B. durch Isotope, Enzyme, 
Fluorochrome, Farbstoffe, Metallkolloide, Beads oder ahnliches herbei- 
gefuhrt werden, die als Markersystem dienen. Zunn Nachweis wird einer der 
Wechselwirkungspartner, d. h. der Rezeptor oder der Analyt, direkt oder 
indirekt markiert. Bevorzugt werden zur Detektion Proteine oder Nu- 
kleinsauren nnit einer Biotineinheit derivatisiert, wonach eine Erkennung 
durch Streptavidinkonjugate moglich ist. 

Bevorzugt resultiert das Nachweisverfahren in der Prazipitation eines 
Farbstoffs oder der Lokalisierung eines Fluorochroms an der Stelle der 
molekularen Wechselwirkung oder in der Aniagerung von Metall-Clustern 
mit starker elektromagnetischer Wechselwirkung. Latex-Beads oder 
Kunststoff-Beads konnen ebenfalls angebunden werden. Sie bewirken 
aufgrund ihres Brechungsverhaltens und ihrer gekrummten (spharischen) 
Oberflache eine Streuung des einfallenden Ausleselichts, die als Intensitats- 
minderung detektierbar ist. Bei geeigneter Dimensionierung der Beads 
konnen Effekte der destruktiven Interferenz erzielt werden. 

Die wechselwirkenden Molekule, also der Rezeptor und der Analyt, konnen 
entweder direkt uber ihre spezifischen Bindestellen nachgewiesen werden 
Oder indirekt, indem sie mit einem Marker versehen werden, der eine 
bekannte spezifische Bindestelle enthalt. Beispiele fur solche Marker sind 
Epitope, fur die monoklonale Antikorper bekannt sind, oder eine Biotingrup- 
pe, die mit Streptavidin bindefahig ist. Daneben ist auch das direkte 
spezifische Binden eines Antikorpers an den Analyten moglich. Antikorper 
und Streptavidin werden bevorzugt mit einem Enzym konjugiert, um eine 
Auswertung der Nachweisfelder zu ermoglichen. Beispiele fiir bevorzugte 
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Enzyme sind Meerrettichperoxidase, alkalische Phosphatase und ^-Galak- 
tosidase. Bei Zugabe geeigneter Substrate lauft eine enzymatische 
chromogene Reaktion ab, wobei gefarbte Produkte entstehen, die an den 
Orten prazipitieren, an denen die Enzyme gebunden sind und somit das 
Vorhandensein des Analyten anzeigen. Geeignete Substrate der obigen 
Enzyme, die eine optische Auswertung ermoglichen, sind fur Meerrettich- 
peroxidase beispielsweise Diaminobenzidin (DAB), welches ein in Wasser 
und Ethanol unlosliches braunes Produkt ergibt, DAB + Metall, welches in 
Gegenwart von Kobalt oder Nickel ein graues bis schwarzes unlosliches 
Produkt ergibt, Chlornaphtol, das eine blau-schwarze, wasserlosliche 
Farbung ergibt, Aminoethylcarbazol, das ein rotes, wasserunlosliches 
Produkt ergibt. Bevorzugte Substrate fur alkalische Phosphatase sind 
Naphthol-AS-Bl-Phosphat/New-Fuchsin, was ein rotes, unlosliches Produkt 
ergibt, Bromchlorindolylphosphat/Nitrotetrazolium, was ein schwarz- 
violettes Prazipitat ergibt, und fur ;ff-Galaktosidase Bromchlorindolyl-b-D- 
Galaktpyranosit (BCIG), was ein unlosliches blaues Produkt ergibt. Der 
Nachweis der Analyten kann hier leicht durch optische Detektion des 
gefarbten Bereichs erfolgen. 

Eine weitere Moglichkeit zum Nachweis der Wechselwirkungsstelien ist die 
Anfarbetechnik mit Goldkolloiden, wobei auch andere Typen von Metall- 
ciustern bzw. -Beads verwendet werden konnen. Hier sind insbesondere 
Silberteilchen vorteilhaft, die die Sensitivitat eines optischen Nachweis- 
systemsaufgrund nichtlineareroptischer EffektenaheeinerMetalloberflache 
der Reflexionsschicht erhohen konnen. Weiterhin bevorzugt ist die 
Verwendung von Farbstoffen als Marker, insbesondere von gefarbten 
Latexpartikeln. Es konnen auch Glas-Beads aus Siiiziumoxid verwendet 
werden, die mit einem Farbstoff in hoher Konzentration gefullt sind. 

Neben der Messung der Absorption ist bei Wahl geeigneter Marker, 
beispielswehse fluoreszierender Stoffe, auch eine Messung der Fluoreszenz 
moglich, wobei hier die Detektionswellenlange eine andere als die einge- 
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strahlte Wellenlange ist. Sofern marktgangige CD-Laufwerke, insbesondere 
CD-ROM-Laufwerke, bei der Auswertung herangezogen werden sollen, 
konnen im Fall von Fluoreszenzmessungen konstruktive Laufwerksmodlfika- 
tionen neben einer entsprechenden Anpassung der Software erforderlich 
sein. Insbesondere kann es notwendig sein, einen spezieii auf die Fluo- 
reszenzwellenlange abgestimmten Detektor einzubauen. 

Die Erfindung ermoglicht es, auf der die Nachweisfelder tragenden 
Flachseite des Substrats zusatzliche Informationen einzuschreiben, die 
zeitgleich mit den Nachweisfeldern ausgelesen und ausgewertet werden 
konnen. DemgemaB wird vorgeschlagen, dall auf der die Nachweisfelder 
tragenden Flachseite des Substrats entlang der Spiraliinie bzw. mindestens 
einer Kreislinie zusatzlich Datenfelder ausgebildet werden, welche mefS- 
probenbezogene oder/und nachweisfeldbezogene oder/und auswertungs- 
bezogene Informationen enthalten. Bei den meSprobenbezogenen Informa- 
tionen kann es sich beispielsweise um Informationen uber Ort und Zeit der 
Gewinnung der MeSprobe, uber die Art der MeUprobe oder uber die Person 
handein, der die MeSprobe entnommen wurde. Die nachweisfeldbezogenen 
Informationen konnen molekularbiologische oder biochemische Angaben 
uber die Nachweisfelder enthalten, insbesondere uber den Bindertyp der 
einzeinen Nachweisfelder. Die auswertungsbezogenen Informationen konnen 
Angaben uber das zum Nachweis der Analyten angewendete Detektions- 
prinzip, etwa enzymatische Detektion, Detektion uber Farbstoffe, Detektion 
uber Metali-Cluster oder dergleichen, enthalten. Femer konnen sie Angaben 
dariiber enthalten, welches physikaiische Abtastprinzip ein Lesegerat 
anwenden soil, etwa eine Absorptionsmessung oder eine Fluoreszenzmes- 
sung. Zudem konnen die auswertungsbezogenen Informationen dem 
Lesegerat Lags und Ort der Nachweisfelder auf dem Substrat angeben und 
ihm damit signalisieren, wann das Lesegerat von einer Software zum Lesen 
der Datenfelder auf eine Software zum Lesen der Nachweisfelder um- 
schalten soli. Insbesondere ist denkbar, dalS die auswertungsbezogenen 
Informationen schon zumindest Teile einer Auswerte-Software enthalten, die 
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vom Lesegerat bei der Auswertung der Nachweisfelder abgearbeitet wird. 
Auf diese Weise kann der Anwender von muhsamen Programmierungsauf- 
gaben zur Softwareanpassung seines. Computerarbeitsplatzes entlastet 
werden. Die vollstandige Auswerte-Software kann bereits herstellerseitig, 
soweit geeignete Software-Standards existieren, in den Sensor einge- 
schrieben werden. 



Grundsatzlich ist es denkbar, die Nachweisfelder und die Datenfelder langs 
der Spirallinie getrennt anzuordnen. Es kann aber zweckmafSig sein, 
Nachweisfelder und Datenfelder abwechseind entlang der Spirallinie 
anzuordnen, beispielsweise in der Weise, dalSeinem einzelnen Nachweisfeld 
Oder einer Gruppe von Nachweisfeldern ein Datenfeld zugeordnet wird, das 
dem Nachweisfeld bzw. der Gruppe von Nachweisfeldern langs der 
Spirallinie vorhergeht und dem Auswertesystem Informationen uber dieses 
Nachweisfeld bzw. diese Gruppe von Nachweisfeldern liefert. 

Sofern die Nachweisfelder langs konzentrischer Kreislinien angeordnet 
werden, konnen Nachweisfelder und Datenfelder ebenfalls abwechseind 
entlang mindestens einer Kreislinie angeordnet werden. Denkbar ist aber 
auch, daR Nachweisfelder und Datenfelder jeweils auf gesonderten 
Kreislinien ausgebildet werden. 

Die Datenfelder sollen zweckmaBigerweise von der gleichen Seite der 
Substratscheibe her ausgelesen werden konnen wie die Nachweisfelder. 
Dabei besteht eine Moglichkeit darin, zur Bildung der Datenfelder Ver- 
tiefungen in die Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats 
einzubringen, wobei der Reflektor so angebracht wird, daB er in die 
Vertiefung hineinreicht. ZweckmaSigerweise erfolgen die Codierung der 
Daten und die Anordnung der Vertiefungen nach MaBgabe eines gangigen 
CD-Formats, insbesondere des CD-ROM-Formats, so daB die Datenfelder 
mittels herkommlicher CD-Laufwerke ohne Softwaremodifikationen gelesen 
werden konnen. 
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Es ist sogar denkbar, zur Bildung der Datenfelder auf Vertiefungen zu 
verzichten. Durch Anbindung von optisch absorbierenden oder streuenden 
Substanzen an das Substrat kann ebenfalls EinflufS auf die Reflexion des zur 
Auslesung auf die Nachweis- und Datenfelder gerichteten Lichtstrahls 
genommen werden. So ist es denkbar, bei geeigneter Wahl von Metall- oder 
Kunststoff-Beads ahnliche Effekte destruktiver Interferenz zu erzielen, wie 
sie auch durch Vertiefungen in der Substratoberflache erreicht werden. Es 
kann daher vorgesehen sein, dafS zur Bildung der Datenfelder eine ein- 
fallendes Leselicht beeinflussende Substanz auf die die Nachweisfelder 
tragende Flachseite des Substrats aufgebracht wird. 

Weil bei Ausbildung des Reflektors als auf das Substrat aufgebrachte 
Ref lexionsschicht die letztere erst nach AbschlulS samtlicher molekularbiolo- 
gischer oder biochemischer Analyseschritte aufgebracht wird, sind Vorher- 
Nachher-Messungen der Nachweisfelder nicht moglich, also Messungen vor 
und nach Inkontaktbringung der MelSprobe mit den Nachweisfeldern. Um 
dennoch aus den MefSsignalen verlalSliche Aussagen daruber zu gewinnen, 
ob und welche Nachweisfelder mit Analyten besetzt sind, kann es 
vorteilhaft sein, auf der die Nachweisfelder tragenden Flachseite des 
Substrats entlang der Spirallinie bzw. mindestens einer Kreislinie zusatzlich 
mindestens ein Referenzfeld auszubilden, dessen optische Eigenschaften als 
Referenz bei der Auswertung der Nachweisfelder verwendet werden. 
Beispielsweise konnen diese Referenzfelder einen bekannten, fur analytfreie 
Nachweisfelder typischen Referenzabsorptionsgrad fur das Licht des 
abtastenden Lichtstrahls besitzen, der von einem Absorptionsgrad 
unterscheidbar ist, den analytbehaftete Nachweisfelder typischerweise 
besitzen. Daneben konnen auch Referenzfelder ausgebildet sein, die den 
Analyten oder/und Marker enthalten und die bei korrekter DurchfCihrung des 
Verfahtens als positive Kontrolle dienen. Die Referenzfelder konnen zudem 
zur Kalibrierung und zur Quantifizierung der Messungen herangezogen 
werden. 
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Im Bereich der Nachweisfelder kann sich eine verminderte Haftung der 
Reflexionsschicht einstellen, wenn diese unmittelbar auf die darunter- 
liegende molekularbiologische oder biochemische Ebene aufgebracht wird. 
In diesem Fall kann es gunstig sein, nach Inkontaktbringung der MelSprobe 
nnit den Nachweisfeldern zunachst eine Deckschicht aus einenn optisch 
transparenten Material auf die Nachweisfelder aufzubringen, bevor die 
Reflexionsschicht aufgebracht wird. Die Deckschicht kann auch zur 
Fixierung der Reagenzien in den Nachweisfeldern dienen. Das Material und 
die Dicke der Deckschicht wird man so aufeinander abstimmen, dalS eine 
Beeinflussung der optischen Eigenschaften des Sensors durch die Deck- 
schicht, etwa durch Fokussierungs- oder Absorptionseffekte, nicht oder 
zumindest in beherrschbarer Weise erfolgt. Ein Material auf Polymerbasis 
hat sich fur die Deckschicht als geeignet gezeigt. Sie kann z. B. als Folie 
Oder mittels eines Spruhverfahrens aufgebracht werden. Sofern der Sensor 
auch Vertiefungen in Datenfeldern aufweist, wird man sicherstellen mussen, 
dad die Vertiefungen nicht durch das Material der Deckschicht wieder 
aufgef ullt werden, um einen Verlust der durch die Vertiefungen reprasentier- 
ten Dateninformationen zu vermeiden. Spruhverfahren sind zur lokalen 
Aufbringung der Deckschicht denkbar. Vorstellbar ist es auch, die Ober- 
flache der Substratscheibe gedanklich in Segmente, etwa Kreissektoren, 
aufzuteilen, von denen ein Tell ausschlie(ilich fur Nachweisfelder und ein 
anderer Teil ausschlielSlich fur Datenfelder reserviert wird. Die Segmente mit 
Datenfeldern konnen dann sehr leicht von der Deckschicht freigehalten 
werden. 

Das Substrat mit den darauf immobiiisierten Bindern kann als handelbare 
Einheit verpackt und an Anwender verschickt werden. Denkbar ist es, dali 
der Hersteller einen kundenspezifischen Satz von Bindern zusammenstellt 
und auf das Substrat aufbringt. Vorstellbar ist auch, kundenunspezifisch, 
aber applikationsspezifisch, beispielsweise fur bestimmte Gehanalysen, 
einen Satz von Bindern auf ein Substrat aufzubringen und dieses als 
vorbereiteten Medtrager anzubieten. Es empfiehit sich, diesen MelStrager zu 
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trocknen, bevor er verpackt und verschickt wird. Die zu untersuchende 
MefSprobe wird dann vom Anwender, also vom Kaufer des MefStragers, 
aufgebracht. Gleiches kann auch fur markerenthaltende Reagenzien gelten. 
Die Aufbringung der Reflexionsschicht und ggf. der Deckschicht nach 
AbschlulS des molekularbiologischen bzw. biochemischen Nachweisver- 
fahrens, das auch Waschschritte umfassen kann, kann beim Anwender 
erfolgen, sofern diesem hierfur geeignete Gerate zur Verfugung stehen. 
Denkbar ist auch, dalS der Anwender den analytbehafteten MefStrager zum 
Herstelier oder zu einem anderen Labor zurucksendet, wo diese Schichten 
aufgebracht werden. 

Auf der Reflexionsschicht kann noch eine Schutzschicht flachig aufgebracht 
werden, wobei sich wegen seiner Schlag- und Kratzfestigkeit ein Material 
auf Acrylbasis eignet. Der so geschutzte MelStrager kann uber lange 
Zeitraume hinweg aufbewahrt werden und jederzeit wieder ausgelesen 
werden. 

Die Erfindung betrifft ferner einen MeBtrager zunn Nachweis von Analyten 
in einer MelSprobe, der sich insbesondere zur Durchfuhrung des vorstehend 
eriauterten Verfahrens eignet. 

Nach einenn anderen Aspekt geht die Erfindung zur Losung der eingangs 
gestellten Aufgabe von einem Verfahren zum Nachweis von Analyten in 
einer Me(Jprobe aus, bei dem auf einem scheibenformigen Substrat auf 
mindestens einer seiner Flachseiten analytspezif ische Binder in einer Vielzahl 
von Nachweisfeldern immobilisiert werden, sodann die MefSprobe in Kontakt 
mit den Nachweisfeldern gebracht wird und anschlielSend das Vorhanden- 
sein oder/und die Menge der nachzuweisenden Analyten durch Auswertung 
der Nachweisfelder ermittelt wird. Erfindungsgemafi ist hierbei vorgesehen, 
dais die Nachweisfelder magnetisch ausgewertet werden und hierzu Binder 
Oder die nachzuweisenden Analyten mit magnetischen oder/und magneti- 
sierbaren Markern markiert werden und da(S die Nachweisfelder langs einer 
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Vielzahl konzentrischer Kreislinien oder/und langs mindestens einer 
Spirallinie verteilt auf dem Substrat angeordnet werden. 

Die kreis- oder spiralformige Verteilung der Nachweisfelder auf dem Substrat 
ermoglicht die Verwendung marktgangiger iVIagnetplatten-Lesegerate, 
sogenannter Hard-Disc-Laufwerke. Gegebenenfalls wird eine softwarema- 
Bige Adaption der Laufwerkssteuerung notwendig sein. Die magnetische 
Auslesung der Nachweisfelder ermoglich es sogar, auf beiden Flachseiten 
des Substrats Nachweisfelder auszubilden, so daE sich die Packungsdichte 
der Sensoren mit Nachweisfeldern weiter erhohen laEt. Hinsichtlich der 
gegenseitigen Abstande, der GroBe und der Anordnung der Nachweisfelder 
sowie etwaiger Daten- und Referenzfelder auf dem Substrat treffen im 
wesentlichen die Angaben zu, die zuvor fiir den.optisch auslesbaren Sensor 
gemacht wurden. 

Urn zu verhindern, daft die Marker durch Kontakt mit einem Lesekopf des 
Auswertegerats vom Substrat weggerissen werden, kann nach Inkontakt- 
bringung der MeSprobe mit den Nachweisfeldern eine Fixierschicht auf die 
Nachweisfelder aufgebracht werden. Diese wird man zweckmaSigerweise 
flachig auf jede Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats auf- 
bringen. Fur die Fixierschicht hat sich ein Material auf Polymerbasis als 
geeignet erwiesen. 

Daruber hinaus kann vor der Ausbildung der Nachweisfelder oder nach 
Inkontaktbringung der MeBprobe mit den Nachweisfeldern eine magnetische 
oder/und magnetisierbare Partikel enthaltende Magnetschicht flachig auf 
jede Nachweisfeldertragende Flachseite des Substrats aufgebracht werden. 
Die Magnetschicht ermoglicht es, zusatzlich Daten in den Sensor ein- 
zuschreiben, die zusammen mit den Nachweisfeldern ausgelesen werden 
konnen. Die magnetischen Eigenschaften der Magnetschicht wird man so 
wahlen, daB die durch die Marker hervorgerufenen lokalen Schwankungen 
der magnetischen Feldstarke oder der magnetischen FluSdichte nicht infolge 
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der Magnetschicht "verschwimmen" und undetektierbar werden. Zwar ist 
es grundsatzlich denkbar, daQ> die Magnetschicht unterhalb der molekular- 
biologischen oder biochemischen Schicht des Sensors unmittelbar auf das 
Substrat aufgebracht wird. ZweckmafSig ist es jedoch, sie erst nach 
AbschluBdernnolekularbiologischenoder biochennischenVerfahrensschritte 
aufzubringen, da sie so zugleich als Fixierschicht dienen kann. 



Die Erfindung betrifft ferner ein Testkit zur Durchfuhrung des Verfahrens 

nach dem vorstehend beschriebenen ersten oder zweiten Aspekt. Das 

I 

Testkit umfafSt dabei einen nnit immobilisierten Bindern vorbereiteten 
MelStrager, Reagenzien zur Durchfuhrung des Nachweisverfahrens, 
insbesondere optisch oder/und magnetisch detektierbare Nachweisreagen- 
zien, sowie ggf. Wasch- oder/und Pufferlosungen. Der MefStrager liegt 
bevorzugt in getrockneter Form vor. 

SchliefSlich betrifft die Erfindung die Verwendung eines MelStragers der 
vorstehend beschriebenen Art in einem Innnnunoassay oder/und Nukleinsau- 
rehybridisierungsassay oder/und Lektin-Zucker-Assay oder/und Protein- 
Nukleinsaure- Assay. 

Die Erfindung wird inn folgenden anhand der beigefugten Zeichnungen naher 
eriautert. Es stellen dar: 

Fig. 1 eine schennatische Schnittdarstellung eines erfindungsgemalSen 

molekularbiologischen oder biochemischen Sensors ("Biosen- 
sor") nnit Nachweis- und Datenfeldern und 

Fig. 2 schematisch die Verteilung der Nachweis- und Datenfelder auf 

dem Biosensor. 

In Fig. 1, die die realen GroISenverhaltnisse nicht getreu wiedergibt, ist der 
Biosensor allgemein mit 1 bezeichnet. Er besitzt die Form einer Kreisscheibe. 
Seine GroSe entspricht zweckmaUigerweise der einer herkommlichen 
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Compact Disc, deren Durchmesser ubiicherweise etwa 12 cm betragt. Der 
Biosensor 1 umfaBt ein Tragersubstrat 3,. das aus einem optisch trans- 
parenten iVIaterial, vorzugsweise Polycarbonat, gefertigt ist. Auf der in Fig. 
1 oberen Flachseite des Substrats 3 sind Nachweisfelder 5, 7 sowie 
Datenfelder 9 ausgebildet. In den Datenfeldern 9 sind Informationen uber 
die MeSprobe oder/und iiber die Nachweisfelder oder/und uber die 
Auswertung niedergelegt. Wie bei herkommlichen CDs sind die Informatio- 
nen in den Datenfeldern 9 durch abwechselnde vertiefte Bereiche 1 1 und 
nicht vertiefte Bereiche 1 3 des Substrats 3 reprasentiert. 

In den Nachweisfeldern 5, 7 sind analytspezifische Binder bzw. Rezeptoren 
immobilisiert. Diese Binder sind in Fig. 1 schematisch durch kurze Striche 
1 5 symbolisiert. Jedes Nachweisfeld 5, 7 tragt eine Vielzahl von Bindern 1 5 
gleichen oder unterschiedlichen Typs. Das Nachweisfeld 7 reprasentiert in 
Fig. 1 ein Nachweisfeld, an dem nach Inkontaktbringung der MelSprobe mit 
den Nachweisfeldern 5, 7 keine Analyten haftengeblieben sind. Dagegen 
reprasentiert das Nachweisfeld 5 ein Nachweisfeld, an dem Analyten 
haftengeblieben sind. Diese Analyten sind in Fig. 1 schematisch durch 
kleine Kreise 1 7 dargestellt, die zugleich die Marker symbolisieren, anhand 
deren die optische Detektion des Vorhandenseins der Analyten moglich ist. 

Die Nachweisfelder 5, 7 sind in eine Deckschicht 1 9 eingebettet, die nur in 
den die Nachweisfelder 5, 7 tragenden Bereichen des Substrats 3 aufge- 
bracht ist, nicht jedoch in den die Datenfelder 9 tragenden Bereichen des 
Substrats 3. Die Deckschicht 19 besteht ebenfalls aus einem optisch 
transparenten Material, vorzugsweise einem Polymermaterial. Sie fixiert die 
Marker auf dem Substrat 3 und dient zugleich als Haftvermittler zwischen 
dem Substrat 3 und einer Reflexionsschicht 21 , die flachig auf das Substrat 
3 aufgebracht ist, uber samtliehe Nachweisfelder 5, 7 und samtliche 
Datenfelder 9 hinwegreicht und in die Vertiefungen 1 1 der Datenfelder 9 
hineinreicht. DieReflexionsschicht21 bestehtvorzugsweise aus Aluminium, 
kann aber beispielsweise auch aus Silber bestehen und wird zweckmaBiger- 
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weise durch chemisches Aufdampfen erzeugt. Die Reflexionsschicht 21 
dient als Reflektor fur das Licht eines Laserstrahls 23, der von der 
Unterseite des Substrats 3 her zur Auslesung der Nachweisfelder 5, 7 und 
der Datenfelder 9 auf den Biosensor 1 gerichtet wird. Das reflektierte Licht 
wird mittels gangiger Methoden ausgewertet. Beispielsweise wird es mittels 
eines Polarisationsfilters von dem eingestrahlten Licht getrennt und sodann 
auf seine Intensitat hin ausgewertet. Das Material des Substrats 3 hat 
vorteilhafterweise einen solchen Brechungsindex, da(3 der Laserstrahl 23 auf 
seinenn Hinweg im Substrat 3 fokussiert wird, so daft der letztlich auf die 
Nachweisfelder 5, 7 und die Datenfelder 9 einfallende Lichtfleck sehr klein 
gehalten werden kann. 

Zur Oberseite hin ist der Biosensor 1 durch eine flachig aufgebrachte 
Deckschicht 25 abgeschlossen, die den Biosensor 1 vor schadlichen 
chennischen oder nnechanischen Einflussen schutzt. Vorzugsweise besteht 
sie aus einem Acrylnnaterial. 

Die Nachweisfelder 5, 7 und die Datenfelder 9 sind in abwechselnder 
Reihenfolge langs einer Spirallinie auf dem Substrat 3 angeordnet. Fig. 2 
zeigt einen Ausschnitt zweier aufeinanderfolgender Windungen der 
Spirallinie. Letztere ist in Fig. 2 ais gestrichelte Linie dargestellt und mit 27 
bezeichnet. Mit d ist ferner der radiale Abstand zwischen den beiden 
Windungen, also die Spiralsteigung, bezeichnet. Er betragt beispielsweise 
etwa 1,6 fjm. Die Vertiefungen 11, die bei Anwendung der fur CDs, 
insbesondere CD-ROMs, gangigen Codierung abgestuft variable Umfangs- 
lange besitzen konnen, sind beispielsweise etwa 0,5'/ym in radialer Richtung 
breit. Urn radiale Uberlappungen mit den Nachweis- oder Datenfeldern 
benachbarter Spiralwindungen zu vermeiden, sind die Nachweisfelder 5, 7 
ebenfalls radial so schmal ausgebildet, daS ein hinreichender Abstand zu 
den Feldern der benachbarten Spiralwindungen besteht. Insbesondere 
konnen die Nachweisfelder 5, 7 gleichfalls etwa 0,5 ^m breit sein. Bei 
derartiger Bemessung kann ohne weiteres auch das "Ausfransen" in Kauf 
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genommen werden, das bei enzymatischem Nachweis der in den Nachweis- 
feldern 5 anhaftenden Analyten haufig zu beobachten ist. In Umfangs- 
richtung konnen die Nachweisfelder 5, 7 langlich sein, so da(S sie mit einer 
hinreichend groBen Gesamtflache ausgebildet werden konnen. Auch in 
Umfangrichtung werden die Nachweisfelder 5, 7 hinreichenden Abstand 
voneinander und von den Datenfeldern 9 aufweisen. 

Die vorstehenden MaBangaben empfehlen sich insbesondere, wenn zur 
Ausiesung der Daten- und Nachweisfelder CD-Laufwerke mit einem 
Fleckdurchmesser des Laserstrahls 23 von etwa 2 fjm verwendet werden. 

Nachfolgend werden noch einige molekularbiologische oder biochemische 
Anwendungsbeispiele der Erfindung eriautert. 

Beispiel 1 
Anwendungen 

Die Anwendungen konnen gemaS der Natur des immobilisierten Bindepart- 
ners (A), des analytspezifischen Binders, und der Natur seines "Liganden", 
d. h. des Analyten (B), kiassifiziert werden. Als Wechselwirkungspartner 
werden bevorzugt Nukleinsauren und/oder Proteine verwendet, es konnen 
jedoch auch andere Partner von spezifischen Bindepaaren, wie etwa Lektine 
Oder Zucker eingesetzt werden. 

Bevorzugt werden die Rezeptoren bzw. Analyte, insbesondere Proteine und 
Nukleinsauren, mit einer Biotingruppe derivatisiert, wobei die Biotingruppe 
dann vorteilhaft mit einem Streptavidin-Enzymconjugat, wie etwa Meerret- 
tichperoxidase, nachgewiesen wird. Das Substrat der Enzymreaktion wird 
derart ausgewahit, daU sich an der Stelle der molekularen Wechselwirkung 
ein intensives, dunkles Prezipitat bildet, das den Detektionslaser quentscht. 
Daneben kann der Nachweis auch durch direkte Derivatisierung eines 
Wechselwirkungspartners mit einem Fluorochrom in Kombination mit einem 
geeigneten Laser erfolgen. 
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Beispiel 1.1 

Der Rezeptor (A) ist ein RNA-Aptamer, ein Peptid oder ein naturliches oder 
synthetisches Effektormolekul und der Analyt (B) ist ein Protein. 

Die Eigenschaften eines Enzyms oder Regulationsfaktors bei der Gen- 
expression werden haufig durch die Assoziation kleiner Effektor- oder 
Ligandmolekule moduliert. Ein Beispiel sind Hormonrezeptoren, die nach 
Bindung an das Hormon in eine aktive Konfornnation uberfuhrt werden. Die 
Proteinfunktion kann durch Wechselwirkung eines Substratanalogons oder 
durch allosterische Effektoren moduliert werden. Urn geeignete kleine 
Chennikaiien zu identifizieren, werden Screening-Verfahren fur Liganden 
durchgefuhrt, wobei eine groSe Anzahl an verschiedenen Chemikalien 
untersucht wird. 

Mit dem erfindungsgemaSen Verfahren ist es nnoglich, chemische Biblio- 
theken durchzutesten. Dabei wird eine Vielzahl von verschiedenen kleinen 
Chemikalien in einer definierten Ordnung auf dem MefStrager immobilisiert, 
wobei das fragliche Protein unter verschiedenen Stringentbedingungen 
damit in Kontakt gebracht wird. Gebundenes Protein wird, wenn es mit 
einem geeigneten Fiuorochrom, beispielsweise einem Latexpartikel, markiert 
ist, direkt nachgewiesen oder indirekt unter Verwendung einer Enzym- 
amplifikationskaskade. In entsprechender Weise konnen grolSe Bibliotheken 
von RNA-Aptanneren oder Peptiden gescreent werden, entweder isoliert oder 
in ein Fusionsprotein eingebunden, hinsichtlich Wechseiwirkungen mit einem 
in Frage stehenden Protein. 

Beispiel 1.2 

Der Rezeptor (A) ist ein Protein und der Analyt (B) ist eine Nukleinsaure oder 
ein Ligant. 

Proteinbibliotheken konnen hinsichtlich bestimmter Bindeeigenschaften, 
z. B. der Wechselwirkung mit einer definierten DNA-Sequenz gescreent 
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werden. Vervielfaltigte MelStrager, die definierte Bereiche von Proteinen 
enthalten, die zusammen die Produkte einer cDNA-Expressionsbibliothek 
darstellen, konnen mit spezifischen Liganten oder DNA-Bindestellen 
charakterisiert werden. Die angeordneten Proteine konnen so, wie sie in der 
Bibliothek sind, unbekannt sein und erst durch das erfindungsgemafte 
Verfahren zugeordnet werden. Alternativ konnen Bereiche von bekannten 
Proteinen oder Derivate eines definierten Proteins, wie etwa das Produkt 
einer zufalligen Mutagenese, untersucht werden. 

Beispiel 1 .3 

Der Rezeptor (A) ist eine DNA oder RNA und der Analyt (B) ist ein Protein. 

Eine grolSe Anzahl von verschiedenen doppelstrangigen DNA-Fragmenten 
kann auf den Nachweisfeidern aufgebracht werden. Dabei kann es sich 
entweder um kleine Fragnnente, beispieisweise unn Oligonukleotide oder urn 
groBere DNA-Fragmente bis zu sehr groBen DNA-Abschnitten handein, die 
eine geordnete Bibliothek von genomischen DNA-Fragnnenten darstelien. Die 
Anwendungen unnfassen die systematische Suche nach moglichen 
genomischen Bindestellen fur DNA-Bindeproteine, aber auch andere DNA- 
Bindemolekule konnen nachgewiesen werden, wie etwa Interkalatoren, 
kleine Molekule mit Bevorzugung bestimmter Sequenzen, PNAs und 
Sequenzen, die eine Trippelheiix bilden. Ebenso konnen als Rezeptormole- 
kule in den Nachweisfeidern RNA-Molekule aufgebracht werden, wie etwa 
die Transskripte einer cDNA-Bibliothek oder die Derivate einer definierten 
RNA, wie etwa das Produkt einer zufalligen Mutagenese, 

Beispiel 2 

Nukleinsaureuntersuchungen 

Der Rezeptor (A) ist eine einzelstrangige DNA und der Analyt (B) ist eine 
einzelstrangige DNA oder RNA. 
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Beispiel 2.1 
DNA-Kartierung 

Es ist inzwischen moglich, ganze Genome zu sequenzieren und die Genome 
von hoheren Eukarionten, wie etwa Menschen, Mausen und Fliegen, werden 
kartiertund durch geordnete Klone (wie etwa Pl-Phagenklone) abgedeckt, 
wobei davon ausgegangen wird, da(S die Sequenzen alier Genome in 
absehbarer Zeit erhaltlich sind. Hier konnen erfindungsgemaBe iVIelStrager 
hergestellt werden, die ganze Genome in geordneten Arrays oder Bereichen 
enthaiten. Damit ist es moglich, ein kloniertes Stuck DNA in einem einzigen 
Hybridisierungsschritt seiner genomischen Lokalisierung zuzuordnen und 
abhangig von der Aufiosung des Arrays (welche eine Funktion der mittleren 
Sequenzlange und der Zahi an einzelnen DNA-Molekuien ist) sogar das Gen 
selbst zu identifizieren. Ein Beispiel einer solchen Anwendung sind die P1- 
Arrays von Genome Systems, welche bisher schlecht zu screenen sind, da 
sie nur auf Membranen erhaltlich sind. Ein Aufbringen dieser PI -Arrays auf 
den erfindungsgemafSen MeStragern ermoglicht eineeinfache und unkompli- 
zierte Anwendung. Translokationen und andere genomische Umordnungen, 
die haufige Ursache genetischer Erkrankungen sind, konnen ebenfalls auf 
einfache Weise kartiert werden, einschiieBlich Deletionen des mitochon- 
drialen Genoms. Daruber hinaus konnen insertionen von Transgenen leicht 
kartiert werden, wenn die insertierte DNA zusammen mit einer kleinen 
Menge an flankierender genomischer DNA nachgewiesen wird. 

Beispiel 2.2 

Genidentifizierung und/oder Genklonen 

Arrays oder Bereiche von diagnostischen Oligonukleotiden, die alle 
bekannten Gene einer gegebenen Spezies darstellen, ermoglichen die direkte 
Identifizierung eines in Frage stehenden Gens. Hierzu konnen z. B. cDNA- 
Arrays von Klontech oder die DNA-Chips von Affimetrix, auf denen alle 
Hefegene aufgetragen sind, durch Ubertragung auf die erfindungsgemalSen 
MeStrager verbessert werden. 
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Beispiel 2.3 

Expressions-Profiluntersuchungen 

Durch Aufbringen von DNA auf erfindungsgemalSe MeStrager, die alle Gene 
eines Organismus zeigen, kann das Expressionsprofil untersucht werden. 
Auf den MefStrager wird ein komplexes Gemisch von RNA aufgebracht, die 
den Expressionszustand einer bestimmten Zelle darstellen oder eine davon 
abgeleitete cDNA-Popuiation. Der auf dem MelStrager festgestellte 
Expressionszustand kann leicht mit dem Expressionszustand andererZeiien 
verglichen werden, die von anderen Gewebe stammen, andere Entwick- 
lungsstadien oder andere Stoffwechseistadien darstellen. Alternativ konnen 
DNA-Proben untersucht werden, die bestimmte ausgewahlte DNA-Zustande 
darstellen, wie etwa Zellzyklusgene, Signalubermittlerkomponenten usw. Da 
die erfindungsgemalSen Melitrager uber lange Zeit geiagert werden konnen, 
konnen Expressionsprofile erstellt werden, die archiviert und zu Vergleichs- 
zwecken herangezogen werden konnen. 

Beispiel 2.4 

Molekulare Diagnose von DNA-Polymorphismen 

Das erfindungsgemalJe Verfahren kann zur Diagnose von ubiichen und 
seltenen DNA-Polymorphismen verwendet werden, einschiiefSlich der 
Kartierung von Mutationen in Proto-Onkogenen, die ubiiche Tumore 
hervorrufen. Ein geeigneter MeBtrager enthalt uberiagernde Oligonukleotide, 
die zusammen ein gesamtes Gen (z. B. die Wildtypsequenz) umfassen, 
zusammen mit Oligonukleotiden, die alle moglichen oder haufig auftretende 
Mutationen dieser Sequenz enthalten. Das entsprechende DNA-Fragment 
wird von Patienten durch PGR isoliert und an den relevanten Gen-MelStrager 
unter Bedingungen hybridisiert, unter denen die Hybridisierung nur bei einer 
perfekten Sequenzubereinstimmung stattfindet. Ein Vergleich der Hybridi- 
sierung der experimentellen DNA an Wildtyp- bzw. Mutantoligonukleotide 
ermoglicht es, exakt festzustellen, welche Art von Mutation in einer 
Sequenz auftritt. 
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Beispiel 3 

Neben den oben beschriebenen Anwendungen, bei denen ein einfacher 
Bindevorgang nachgewiesen wird, der Signale ergibt, die ggf. durch eine 
Enzymkaskade verstarkt werden konnen, um die Sensitivitat der Detektion 
zu erhohen, kann das erfindungsgemaBe Verfahren auch in Anwendungen 
verwendet werden, die umfangreichere Behandiungen des Mefttragers 
erfordern, wie etwa eine PCR-Amplifizierung, die analog zu in situ PCR- 
Annplifikationen durchgefuhrt wird. Auf diese Weise konnen auch infizie- 
rende Mittel nachgewiesen werden. 
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Anspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer MelSprobe, bei dem 
auf einenn scheibenformigen Substrat (3) auf einer seiner Flachseiten 
analytspezifische Binder (15) in einer Vielzahl von Nachweisfeldern 
(5, 7) immobilisiert warden, sodann die MeBprobe in Kontal<t mit den 
Nachweisfeldern (5, 7) gebracht wird und anschlielSend das Vorhan- 
densein oder/und die Menge der nachzuweisenden Analyten (17) 
durch optische Auswertung der Nachweisfelder (5, 7) ermittelt wird, 
dadurch gekennzeichnet, dalS ein aus einem optisch transparenten 
Material gefertigtes Substrat (3) verwendet wird, dalS die Nachweis- 
felder (5, 7) langs mindestens einer Spirallinie (27) oder/und langs 
einer Vielzahl konzentrischer Kreislinien verteilt auf dem Substrat (3) 
angeordnet werden und dafS nach Inkontaktbringung der MelSprobe 
mit den Nachweisfeldern (5, 7) ein optischer Reflektor (21) der die 
Nachweisfelder (5, 7) tragenden Flachseite des Substrats (3) 
benachbart angeordnet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daS der Reflektor von einer 
Reflexionsschicht (21) gebiidet wird, welche auf das Substrat (3) 
uber den Nachweisfeldern (5, 7) aufgebracht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennzeichnet, dalS die Reflexionsschicht (21) aus 
Aluminium gebiidet wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB der Reflektor im Abstand von dem 
Substrat angeordnet wird. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daQ> bezogen auf die Scheibenachse radial 
benachbarte Nachweisfelder (5, 7) mit radialem Abstand voneinander 
angeordnet werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dafS entlang der Spirallinie (27) bzw. einer 
Kreislinie einander benachbarte Nachweisfelder (5, 7) mit Abstand 
voneinander angeordnet werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dalS auf der die Nachweisfelder (5, 7) 
tragenden Flachseite des Substrats (3) entlang der Spirallinie (27) 
bzw. mindestens einer Kreislinie zusatzlich Datenfelder (9) ausgebil- 
det werden, welche meSprobenbezogene oder/und nachweisfeldbezo- 
gene oder/und auswertungsbezogene Informationen enthalten. 

Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, daS Nachweisfelder (5, 7) und Datenfelder 
(9) abwechseind entlang der Spirallinie (27) bzw. mindestens einer 
Kreislinie angeordnet werden. 

Verfahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet, da(i Nachweisfelder und Datenfelder jeweils 
auf gesonderten Kreislinien ausgebildet werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daO^ zur Bildung der Datenfelder (9) 
Vertiefungen ( 1 1) in die die Nachweisfelder (5, 7) tragende Flachseite 
des Substrats (3) eingebracht werden und dalS der Reflektor (21) so 
angebracht wird, daB er in die Vertiefungen (11) hineinreicht. 
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1 . Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, 

dadurch gekennzeichnet, da(J zur Bildung der Datenfelder eine 
einfallendes Leselicht beeinflussende Substanz auf die die Nach weis- 
felder tragende Flachseite des Substrats aufgebracht wird. 



12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 , 

dadurch gekennzeichnet, dalS auf der die Nachweisfelder (5, 7) 
tragenden Flachseite des Substrats (3) entlang der Spiraliinie (27) 
bzw. mindestens einer Kreislinie zusatzlich mindestens ein Referenz- 
feld ausgebildet wird, dessen optische Eigenschaften als Referenz bei 
der Auswertung der Nachweisfelder (5/7) verwendet werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 

dadurch gekennzeichnet, dafj nach Inkontaktbringung der MefSprobe 
mit den Nachweisfeldern (5, 7), unterhalb des Reflektors eine 
Deckschicht (19) aus einem optisch transparenten Material auf die 
Nachweisfelder (5, 7) aufgebracht wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, daS fur die Deckschicht (19) ein Material 
auf Polymerbasis verwendet wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, 

dadurch gekennzeichnet, dalS ein Substrat (3) aus Polycarbonat 
verwendet wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, 

dadurch gekennzeichnet, da(S das Substrat (3) an einem Herstellungs- 
ort mit den Bindern (15) versehen, getrocknet und verpackt wird und 
dais das so praparierte Substrat (3) sodann zu einem von dem 
Hersteliungsort entf ernten An wendungsort gebracht wird , an dem die 
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Me(S»probe von einem Anwender in Kontakt mit den Nachweisfeldern 
(5, 7) gebracht wird. 

Verfahren nach einenn der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, da(S der Nachweis der Analyten durch eine 
Detektion einer Anderung der optischen Eigenschaften der Nachweis- 
felder erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 17, 

dadurch gekennzeichnet, dafS die optische Anderung der Nachweisfel- 
der durch Isotope, Enzyme, Fluorochrome, Farbstoffe, Metallkolloide 
oder/und Beads herbeigefuhrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 18, 

dadurch gekennzeichnet, da(5 Latex-Beads, Kunststoff-Beads, Glas- 
Beads oder/und Metall-Beads verwendet werden, 

MeBtrager zunn Nachweis von Analyten in einer MelSprobe, ins- 
besondere zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der 
Anspruche 1 bis 19, 

gekennzeichnet durch ein scheibenformiges, aus einem optisch 
transparenten Material gefertigtes Substrat (3), auf dem auf einer 
seiner Flachseiten analytspezifische Binder (1 5) in einer Vielzahl von 
Nachweisfeldern (5, 7) immobilisiert sind, wobei die Nachweisfelder 
(5, 7) iangs mindestens einer Spirallinie (27) oder/und einer Vielzahl 
konzentrischer Kreislinien verteilt auf dem Substrat (3) angeordnet 
sind. 

MeStrager nach Anspruch 20, 

dadurch gekennzeichnet, dafS uber den Nachweisfeldern (5, 7) eine 
nach Inkontaktbringung der MelSprobe mit den Nachweisfeldern {5, 



wo 00/46600 PCT/EPOO/00876 

- 31 - 

7) flachig auf das Substrat (3) aufgebrachte Reflexionsschicht (21) 
angeordnet ist. 

22. MelStrager nach Anspruch 21, 

dadurch gekennzeichnet, dafS auf der Reflexionsschicht (21) eine 
Schutzschicht (25) flachig aufgebracht ist. 

23. Mefitrager nach Anspruch 22, 

dadurch gekennzeichnet, dalS die Schutzschicht (25) aus einem 
Material auf Acrylbasis gefertigt ist. 

24. MeStrager nach Anspruch 20 bis 23, 

dadurch gekennzeichnet, da(3» er als Handelseinheit verpackt ist. 

25. MefStrager nach Anspruch 24, 

dadurch gekennzeichnet, daS er getrocknet verpackt ist. 

26. Verfahren zum Nachweis von Analyten in einer MefSprobe, bei dem 
auf einem scheibenformigen Substrat auf mindestens einer seiner 
Flachseiten analytspezifische Binder in einer Vielzahl von Nachweis- 
feldern immobilisiert werden, sodann die MelSprobe in Kontakt mit 
den Nachweisfeldern gebracht wird und anschlieSend das Vorhanden- 
sein oder/und die Menge der nachzuweisenden Analyten durch 
Auswertung der Nachweisfelder ermittelt wird, 

dadurch gekennzeichnet, daR die Nachweisfelder magnetisch 
ausgewertet werden und hierzu Binder oder die nachzuweisenden 
Analyten mit magnetischen oder/und magnetisierbaren Markern 
markiert werden und daQ> die Nachweisfelder langs einer Vielzahl 
konzentrischer Kreislinten oder/und langs mindestens einer Spirallinie 
verteilt auf dem Substrat angeordnet werden, gewunschtenfalis in 
Verbindung mit weiteren Merkmalen mindestens einer der Anspruche 
1 bis 25. 
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27. Verfahren nach Anspruch 26, 

dadurch gekennzeichnet, dafS nach Inkontaktbringung der MeSprobe 
mit den Nachweisfeldern eine Fixierschicht auf die Nachweisfelder 
aufgebracht wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, 

dadurch gekennzeichnet, dafS die Fixierschicht flachig auf jede 
Nachweisfelder tragende Flachseite des Substrats aufgebracht wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28 oder 29, 

dadurch gekennzeichnet, da(i fur die Fixierschicht ein Material auf 
Polymerbasis verwendet wird. 

30. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 29, 

dadurch gekennzeichnet, daS vor der Ausbildung der Nachweisfelder 
Oder nach Inkontaktbringung der MeBprobe mit den Nachweisfeldern 
eine magnetische oder/und magnetisierbare Partikel enthaltende 
Magnetschicht flachig auf jede Nachweisfelder tragende Flachseite 
des Substrats aufgebracht wird. 

31 . Testkit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einenn der Anspruche 
1 bis 19 und 26 bis 30, umfassend 

a) einen mit immobilisierten Bindern ( 1 5) vorbereiteten MeStrager 
(3), 

b) Reagenzien zur Durchfuhrung des Nachweisverfahrens, 
insbesondere optisch oder/und magnetisch detektierbare 
Nachweisreagenzien, und 

c) ggf. Wasch- oder/und Pufferlosungen. 

32. Testkit nach Anpruch 31, 

dadurch gekennzeichnet, daSder MefJtrager (3) in getrockneter Form 
vorliegt. 
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33. Verwendung eines MelStragers nach einem der Anspruche 20 bis 25 
in einem Immunoassay oder/und Nukleinsaurehybridisierungsassay 
oder/und Lektin-Zucker-Assay oder/und Protein-Nukleinsaureassay. 
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